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1 UVOD S PREDSTAVITVIJO PROBLEMATIKE, CILJEV IN 
ZNANSTVENIH VPRAŠANJ 
 
1.1 PREDSTAVITEV PROBLEMATIKE 
 
Epiteli so ena izmed štirih osnovnih skupin tkiv živali in so se razvili zgodaj v evoluciji 
živalskih organizmov (Krämer, 2000; Cereijido in sod., 2004; Leys in Riesgo, 2012). 
Glavna funkcija epitelov je, da ločujejo notranje okolje organizma od zunanjega in da 
omogočajo razmejitev telesa v fiziološko različna področja. To omogoča značilna 
zgradba epitelov, ki so tipično apikalno-bazalno polarizirani in sestavljeni iz 
medsebojno tesno povezanih celic. Apikalna, lateralna in bazalna domena plazmaleme 
epitelnih celic se razlikujejo morfološko in v molekulski sestavi. V enoskladnih epitelih 
je apikalna domena v stiku z zunanjim okoljem ali s svetlino organov in je pogosto 
oblikovana v različne izrastke ali invaginacije za povečanje površine. Na lateralni 
domeni so medcelični stiki, ki zagotavljajo adhezijo med celicami in tvorijo 
paracelularno difuzijsko pregrado. Bazalna domena je povezana z zunajceličnim 
matriksom – bazalno lamino, ki se nahaja na meji med epiteli in drugimi tkivi (Tyler, 
2003; Giepmans in van Izjendoorn, 2009). Poleg osnovne pregradne funkcije imajo 
epiteli v organizmu lahko še transportno, žlezno ali čutilno funkcijo (Pavelka in Roth, 
2015). 
 
Epiteli so eden od osnovnih gradnikov različnih cevastih organov v telesu večceličnih 
živalskih organizmov in so ključni za njihovo morfogenezo med razvojem (Hogan in 
Kolodziej, 2002; Lubarsky in Krasnow, 2003). Eden izmed takšnih cevastih organov je 
tudi črevo, ki pri živalskih organizmih omogoča učinkovito prebavo hrane, absorpcijo 
hranil in druge funkcije. Črevo je pri različnih živalskih organizmih različno oblikovano 
in specializirano v skladu z načini prehranjevanja. Nekatere, predvsem manjše in 
parazitske živali, nimajo črevesa. Pri nekaterih skupinah, kot so na primer ožigalkarji, je 
črevo vrečasto in slepo zaprto. Za številne živali iz skupine Bilateria pa je značilno 
tridelno črevo z ustno in zadnjično odprtino, ki ga v splošnem sestavljajo trije glavni 
odseki: sprednje, srednje in zadnje črevo. Sprednje in zadnje črevo sta pogosto 
ektodermalnega izvora, kot na primer pri členonožcih, medtem ko je srednje črevo 
endodermalno (Hejnol in Martín-Durán, 2015). Pri vretenčarjih pa sta tudi sprednje in 
zadnje črevo v veliki meri endodermalnega izvora, zaradi česar razdelitev med ekto- in 
endodermalnimi odseki ni tako enostavna (Zorn in Wells, 2009). Srednje in zadnje 
črevo sta vzdolž anteriorno-posteriorne osi diferencirana v morfološko in funkcijsko 
različne odseke, kar je regulirano z ekspresijo specifičnih genov in aktivacijo 
specifičnih signalnih poti (Lengyel in Iwaki, 2002; Stainier, 2005). Črevesni epitel 
gradijo različni tipi celic, specializirani za zelo raznolike funkcije, od absorpcije hranil, 
sekrecije prebavnih encimov, mukoznih substanc, signalnih in obrambnih molekul, do 
obnavljanja tkiva. Določeni tipi črevesnih celic so pogosto omejeni na specifične 
odseke črevesa (Buchon in sod., 2013; Marianes in Spradling, 2013; Buchon in Osman, 
2015). V srednjem črevesu vretenčarjev so različni tipi celic značilno razporejeni tudi v 
določenih regijah epitela črevesnih resic. To je tesno povezano z diferenciacijo novih 
črevesnih celic iz matičnih, ki so nameščene v epitelu na dnu črevesnih kript in 
omogočajo neprestano obnavljanje črevesnega epitela (Noah in sod., 2011). Pri 
členonožcih je svetlinska površina ektodermalnega sprednjega in zadnjega črevesa 
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prekrita s hitinsko kutikulo (Hejnol in Martín-Durán, 2015). Pri vinski mušici se epitel 
endodermalnega srednjega črevesa, podobno kot pri vretenčarjih, neprestano obnavlja z 
delitvami matičnih celic (Marianes in Spradling, 2013; Buchon in Osman, 2015), 
medtem ko se epitel ektodermalnega zadnjega črevesa obnavlja le po poškodbah (Fox in 
Spradling, 2009). 
 
Tvorba in preoblikovanje epitelov med embrionalnim in postembrionalnim razvojem sta 
dva izmed pomembnih procesov v morfogenezi različnih tkiv in organov (Lubarsky in 
Krasnow, 2003; Tyler, 2003; Pilot in Lecuit, 2004; Lecuit in Lenne, 2007; Quintin in 
sod., 2008; Davidson, 2012). Diferenciacija epitelov je časovno in prostorsko natančno 
reguliran proces, ki poteka na genski, biokemijski, metabolni, anatomsko-histološki in 
ultrastrukturni ravni (Hagios in sod., 1998; Hogan in Kolodziej, 2002; Schöck in 
Perrimon, 2002). Procesi na različnih ravneh morajo biti usklajeni ter potekajo hkrati 
tudi v skladu s fiziološkimi spremembami, ki so jim embriji podvrženi med razvojem. V 
zvezi z diferenciacijo epitelnih celic je dobro poznano kako poteka vzpostavitev 
apikalno-bazalne polarnosti (Tepass in sod., 2001; Bryant in Mostov, 2008; Rodriguez-
Boulan in Macara, 2014). Veliko podatkov je na voljo tudi o vlogi celičnih stikov in 
citoskeleta pri spremembah oblik epitelnih celic med morfogenetskimi procesi na ravni 
tkiva, kot sta invaginiranje in podaljševanje epitelov (Schöck in Perrimon, 2002; Pilot in 
Lecuit, 2005). Precej manj obstoječih informacij pa se nanaša na procese diferenciacije, 
s katerimi že polarizirane epitelne celice pridobijo svoje specifične morfološke in 
funkcionalne značilnosti. 
 
1.1.1 Ultrastrukturne značilnosti epitelov 
 
V splošnem enoskladne epitele gradijo apikalno-bazalno polarizirane celice, ki so 
lateralno medsebojno povezane z različnimi tipi medceličnih stikov. Zunajcelični 
matriks je prisoten na bazalni strani epitelnih celic (bazalna lamina) in v nekaterih 
primerih še na apikalni strani (kutikula členonožcev) (Tyler, 2003). V subapikalnih 
delih epitelnih celic je običajno izoblikovan stični kompleks, ki ga sestavljata dva tipa 
medceličnih stikov. Vedno so prisotni adherentni stiki, ki imajo predvsem mehanske 
funkcije in zagotavljajo adhezijo med sosednjimi celicami. Poleg teh so lahko prisotni 
še tesni stiki ali pa septirani stiki, ki zagotavljajo paracelularno difuzijsko pregrado 
(Tepass in Hartenstein, 1994; Knust in Bossinger, 2002; Tyler, 2003; Giepmans in van 
Izjendoorn, 2009; Izumi in Furuse, 2014; Jonusaite in sod., 2016a). Na lateralnih 
membranah so pod subapikalnim stičnim kompleksom dezmosomi, ki zagotavljajo 
mehanske povezave med epitelnimi celicami vretenčarjev, in presledkovni stiki, ki 
omogočajo izmenjavo ionov in majhnih molekul ter komunikacijo med sosednjimi 
epitelnimi celicami (Tepass in Hartenstein, 1994; Tyler, 2003; Giepmans in van 
Izjendoorn, 2009). Z bazalno lamino se epitelne celice povezujejo preko 
hemidezmosomov in fokalnih stikov (Tyler, 2003). Pri členonožcih so za povezavo z 
bazalno lamino poznani hemidezmosomom podobni stiki, ki jih nekateri avtorji 
imenujejo hemiadherentni stiki. Poleg teh imajo epitelne celice ektodermalnega izvora 
še apikalne stike za povezavo s kutikulo (Tepass in Hartenstein, 1994). Za epitelne 
celice je značilna tudi specifična organizacija citoskeletnih elementov. Aktinski 
filamenti so povezani predvsem z apikalno domeno plazmaleme in subapikalnimi 
medceličnimi stiki (Mays in sod., 1994; Yano in sod., 2017). Mikrotubuli v epitelnih 
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celicah so urejeni v apikalno-bazalno orientirane snope, ki vzdržujejo polarizirano 
organizacijo epitelnih celic (Toya in Takeichi, 2016). Citoplazemski intermediarni 
filamenti se v epitelnih celicah vretenčarskih organizmov povezujejo z dezmosomi na 
lateralni domeni plazmaleme in hemidezmosomi na bazalni domeni plazmaleme, ter 
zagotavljajo predvsem mehansko odpornost (Tyler, 2003). Na podlagi podatkov za 
vinsko mušico, ki ima dva lamina in nobenega izmed citoplazemskih intermediarnih 
filamentov (Herrmann in Strelkov, 2011), se predvideva, da epitelne celice členonožcev 
v splošnem naj ne bi vsebovale citoplazemskih intermediarnih filamentov. Izjema je 
protein izomin, ki je po svojem aminokislinskem zaporedju in biokemijskih lastnostih 
podoben citoplazemskim intermediarnim filamentom in je bil do sedaj opisan le pri 
skakaču vrste Isotomurus maculatus. Izomin se pri omenjeni vrsti nahaja v 
subapikalnem področju epitelnih celic srednjega črevesa (Mencarelli in sod., 2011; 
Herrmann in Strelkov, 2011). 
 
1.1.1.1 Zgradba in vloga kutikule in bazalne lamine v delovanju epitelov 
 
Ena izmed osnovnih značilnosti epitelov je prisotnost bazalne lamine, ki je tanka plast 
zunajceličnega matriksa na bazalni strani epitelnih celic. Pri členonožcih so epiteli 
ektodermalnega izvora tudi na apikalni strani prekriti z zunajceličnim matriksom, 
imenovanim kutikula. Gre za dva zunajcelična matriksa, ki prispevata k mehanskim 
lastnostim epitelov in k njihovi pregradni funkciji ter sta pomembna tudi za 
diferenciacijo epitelnih celic in morfogenezo epitelnih tkiv. 
 
Hitinska kutikula je specifičen apikalni matriks značilen za ektodermalne epitele 
členonožcev. Glavna organska sestavina kutikule je polisaharid hitin, poleg katerega so 
v kutikuli prisotni še različni proteini in lipidi. Pri rakih je eksoskeletna kutikula 
običajno tudi mineralizirana z različnimi kalcijevimi minerali (Neville, 1975; Compere 
in sod., 2004; Dillaman in sod., 2013). Na ravni ultrastrukture je eksoskeletna kutikula 
iz treh slojev: epikutikule, eksokutikule in endokutikule (Compere in sod., 2004; 
Dillaman in sod., 2013). Epikutikula je tanek zunanji sloj kutikule, ki ga v glavnem 
sestavljajo lipidi in lipoproteini, in je tudi pri rakih v splošnem nemineralizirana. 
Epikutikula je iz zunanjega in notranjega sloja. Zunanji sloj epikutikule sestoji iz tankih 
podslojev, medtem ko je notranji sloj epikutikule homogen in elektronsko gost 
(Compere in Goffinet, 1987; Ziegler, 1997). Eksokutikulo in endokutikulo skupaj 
označujemo kot prokutikulo. Organsko ogrodje teh dveh slojev sestoji iz hitinsko-
proteinskih vlaken, ki so urejena v specifičnem helikoidalnem vzorcu. Hitinsko-
proteinska vlakna v ekso- in endokutikuli tvorijo lamele, naložene ena nad drugo. 
Znotraj posamezne lamele so vsa vlakna orientirana v isti smeri, med lamelami pa je 
orientacija navadno zamaknjena za določen kot. Ta specifična ureditev hitinsko-
proteinskih vlaken daje kutikuli ustrezno elastičnost in togost (Giraud-Guille, 1998; 
Raabe in sod., 2006; Fabritius in sod., 2009; Moussian, 2010; Dillaman in sod., 2013). 
Pri rakih sta oba sloja prokutikule tudi mineralizirana. Ekso- in endokutikula se 
razlikujeta po ureditvi hitinsko-proteinskih vlaken in po vsebnosti različnih kalcijevih 
mineralov (Compere in sod., 2004; Dillaman in sod., 2013). V eksokutikuli je prisoten 
kalcit, v endokutikuli pa amorfen kalcijev karbonat in amorfen kalcijev fosfat (Hild in 
sod., 2008; Hild in sod., 2009; Seidl in Ziegler, 2012). Za razliko od eksoskeletne 
kutikule, črevesna kutikula rakov navadno ni mineralizirana in je bistveno tanjša. 
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Kutikula v želodcu je pogosto oblikovana v specializirane strukture za drobljenje, 
filtriranje in transport hrane (Schmitz, 1992; Wägele, 1992; Felgenhauer, 1992; Icely in 
Nott, 1992; Ceccaldi, 2006; Watling, 2013). Pri rakih deseteronožcih so določene 
kutikularne strukture v želodcu lahko tudi lokalno mineralizirane (Maynard in Dando, 
1974; Factor, 1981; Lovett in Felder, 1989; Watling, 2013). Tanka kutikula v zadnjem 
črevesu ima na površini običajno posteriorno usmerjene kutikularne trne, ki usmerjajo 
pot iztrebkov proti anusu in služijo pritrjanju bakterij (Storch in Štrus, 1989; Felder in 
Felgenhauer, 1993; Chisaka in sod., 1999; Pinn in sod., 1999; Kostanjšek in sod., 2003; 
Kostanjšek in sod., 2007). Za kutikulo zadnjega črevesa rakov enakonožcev je znano, da 
jo gradita epikutikula in prokutikula, na njeni površini pa so kutikularni trni (Vernon in 
sod., 1974; Palackal in sod., 1984, Storch in Štrus, 1989). Povezave med apikalno 
plazmalemo črevesnih celic in črevesno kutikulo niso bile opisane, je pa poznana 
ultrastruktura povezav med apikalno plazmalemo specializiranih epidermalnih celic 
(tenocitov) in eksoskeletno kutikulo (Noble-Nesbitt, 1963; Mellon, 1992; Lai-Fook in 
Beaton 1998; Volk, 1999; Brown, 2000; Žnidaršič in sod., 2012). 
 
Za razliko od kutikule je bazalna lamina prisotna na bazalni strani vseh epitelov in 
predstavlja eno izmed matriksnih struktur, ki se je pojavila že zelo zgodaj v evoluciji 
večceličnih živalskih organizmov (Özbek in sod., 2010; Leys in Riesgo, 2011; Hynes, 
2012). Značilni molekulski sestavini bazalne lamine sta proteina laminin in kolagen IV, 
ki tvorita dve medsebojno povezani omrežji. Lamininsko omrežje omogoča 
povezovanje celic z bazalno lamino in je ključno za organizacijo strukture bazalne 
lamine, medtem ko omrežje kolagena IV zagotavlja mehansko trdnost bazalne lamine. 
Poleg laminina in kolagena IV so pomembne sestavine bazalne lamine še glikoprotein 
nidogen in različni heparan sulfat proteoglikani, ki povezujejo lamininsko in kolagensko 
omrežje in se povezujejo z receptorji na celični površini (Colognato in Yurchenco, 
2000; Kruegel in Miosge, 2010; Yurchenco, 2011; Halfter in sod., 2015). Na ravni 
ultrastrukture v vretenčarskih epitelih bazalna lamina skupaj z lamino fibroreticularis 
sestavlja bazalno membrano. Bazalna lamina je v direktnem stiku z bazalno plazmalemo 
epitelnih celic, v njej pa sta običajno razvidna dva sloja: elektronsko gosta lamina densa 
in tanka elektronsko redka lamina rara, ki se nahaja med plazmalemo celic in lamino 
denso. Tipična debelina bazalne lamine pri vretenčarjih je med 50 in 100 nm, vendar 
nekateri tipi bazalnih lamin lahko dosežejo debelino 300 nm in več (Ghadially, 1997; 
Pavelka in Roth, 2015). Sestava bazalne lamine pri nevretenčarjih je v splošnem 
podobna kot pri vretenčarjih (Pedersen, 1991; Özbek in sod., 2010; Hynes, 2012). 
Ultrastrukturno pa so bazalne lamine različnih nevretenčarskih organizmov lahko precej 
raznolike in pri nekaterih skupinah funkcionalno nadomeščajo vezivno tkivo. V 
splošnem bazalne lamine nevretenčarjev gradi plast fino zrnatega ali fibrilarnega 
materiala na bazalni strani epitelnih celic. Pogosto je podobno kot pri vretenčarjih 
možno razločiti lamino raro in lamino denso, vendar ne vedno. Debelina variira od 
nekaj 10 nm pa do več 100 nm. Pod bazalno lamino je v nekaterih primerih lahko 
prisoten še fibrilarni sloj, ki ustreza lamini fibroreticuaris vretenčarjev in je lahko debel 
tudi več 10 µm (Pedersen, 1991). 
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1.1.1.2 Podrobna zgradba subapikalnih medceličnih stikov 
 
Subapikalni stični kompleks v splošnem sestoji iz adherentnih stikov, ki zagotavljajo 
adhezijo med sosednjimi celicami in stikov, ki vzdržujejo paracelularno difuzijsko 
pregrado. Pri vretenčarskih organizmih so to tesni stiki, ki so nameščeni apikalno nad 
adherentnimi stiki (Knust in Bossinger, 2002; Giepmans in van Izjendoorn, 2009). Pri 
nevretenčarskih organizmih tesne stike nadomeščajo septirani stiki, ki so nameščeni 
bazalno pod adherentnimi stiki (Tepass in Hartenstein, 1994; Knust in Bossinger, 2002; 
Tyler, 2003, Izumi in Furuse, 2014; Jonusaite in sod., 2016a). Tesni stiki so bili opisani 
tudi v nekaterih tkivih členonožcev (Lane in Chandler, 1980; Lane 1982). Paranodalni 
stiki, ki se nahajajo ob Ranvierjevih zažetkih mieliniziranih aksonov pri vretenčarjih, pa 
so ultrastrukturno podobni septiranim stikom členonožcev (Banerjee in sod., 2006). 
Posebna situacija je opisana pri modelnem organizmu, glisti Caenorhabditis elegans, 
kjer je na ravni elektronske mikroskopije v subapikalnih delih epitelnih celic razvidna 
enotna elektronsko gosta struktura. Lokalizacija proteinov pa je pokazala, da tudi v tem 
primeru znotraj stika obstajata poddomeni, ki vsebujeta proteine značilne za adherentne 
in septirane stike (Knust in Bossinger, 2002; Anderson in sod., 2004). 
 
Adherentni stiki zagotavljajo mehansko povezavo med sosednjimi epitelnimi celicami, 
znotraj celice pa povezujejo plazmalemo in aktinski citoskelet (Niessen in Gottardi, 
2008). V subapikalnih delih epitelnih celic adherentni stiki tvorijo adherentni pas, ki 
ovija vso celico. Bolj bazalno so lahko prisotni še dodatni adherentni stiki, ki so značilni 
tudi za druge tipe celic poleg epitelnih (Tepass in Hartenstein, 1994; Niessen, 2007; 
Niessen in Gottardi, 2008). V področjih adherentnih stikov potekata lateralni 
plazmalemi sosednjih celic vzporedno, med njima pa je približno 20 nm širok 
medcelični prostor. Na prečnem prerezu se takšno področje običajno razteza na dolžini 
0.2 – 0.5 µm. Na citoplazemski strani dveh sosednjih plazmalem sta v področju 
adherentnega stika vidna elektronsko gosta plaka, na katera se pripenjajo aktinski 
filamenti (Lane in Skaer, 1980; Lane, 1982; Niessen in Gottardi, 2008). Glavne 
molekulske sestavine adherentnih stikov so kadherini in katenini. Kadherini 
zagotavljajo adhezijo med celicami s povezovanjem preko svojih zunajceličnih domen v 
medceličnem prostoru. Katenini v citoplazmi povezujejo kadherine z aktinskim 
citoskeletom in različnimi signalnimi potmi (Tepass in sod., 2001; Niessen, 2007; 
Hartsock in Nelson, 2008; Niessen in Gottardi, 2008). 
 
Septirani stiki so specifični medcelični stiki, ki so značilni za epitelne celice 
nevretenčarskih organizmov. V splošnem je za ta tip medceličnih stikov značilno, da ga 
gradijo pregrade, ki prečijo 15 do 20 nm širok medcelični prostor med dvema 
sosednjima lateralnima plazmalemama, in na prečnem prerezu dajejo septiranim stikom 
značilen lestvičast izgled. Pri različnih skupinah nevretenčarjev obstajajo morfološko 
različni tipi septiranih stikov, ki se razlikujejo predvsem po obliki pregrad. Te so lahko 
enojne ali dvojne. Na tangencialnih prerezih pa so lahko ravne, valovite ali v obliki 
satovja (Banerjee in sod., 2006; Jonusaite in sod., 2016a). Pri členonožcih ločimo dva 
tipa septiranih stikov. Valoviti septirani stiki so značilni za epitele ektodermalnega 
izvora, vključno s sprednjim in zadnjim črevesom, medtem ko so gladki septirani stiki 
značilni za epitele endodermalnega izvora, vključno s srednjim črevesom (Lane, 1982; 
Tepass in Hartenstein, 1994; Tepass in sod., 2001; Jonusaite in sod., 2016a). Na prečnih 
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prerezih so valoviti septirani stiki videti kot izrazita zaporedja elektronsko gostih 
pregrad v medceličnem prostoru, ki stikom dajejo lestvičast izgled. Sosednji lateralni 
plazmalemi v področju stika potekata vzporedno, med njima pa je 15 do 20 nm širok 
medcelični prostor. Debelina pregrad je običajno med 8 in 9 nm, medtem ko razmik 
med pregradami lahko variira. Na tangencialnih prerezih so posamezne pregrade 
nagubane v sinusnem vzorcu, ki je med sosednjimi pregradami zamaknjen za 180°. 
Posledično imajo valoviti septirani stiki na tangencialnih prerezih videz satovja. Na 
zamrzovalno lomljenih vzorcih so valoviti septirani stiki vidni kot vijugaste vrste delcev 
na notranjem sloju plazmaleme in komplementarne vijugaste vrste vdolbinic na 
zunanjem sloju plazmaleme. Vrste potekajo vzporedno ena z drugo v širokih pasovih 
(Lane in Skaer, 1980; Lane, 1982). Pregrade na prečnih prerezih gladkih septiranih 
stikov so manj razločne. Na tangencialnih prerezih so pregrade ravne in vzporedne. Na 
zamrzovalno lomljenih vzorcih so na enem od slojev plazmaleme vidni grebeni iz 
medsebojno povezanih delcev, na drugem sloju pa so grebenom komplementarne 
brazde. Sosednji grebeni potekajo vzporedno v pasovih (Lane in Skaer, 1980; Lane, 
1982). Poleg strukturnih razlik se oba tipa septiranih medceličnih stikov pri členonožcih 
razlikujeta tudi po molekulski sestavi (Banerjee in sod., 2006; Izumi in Furuse, 2014; 
Jonusaite in sod., 2016a). Relativno dobro je proučena molekulska sestava valovitih 
septiranih stikov, v katerih so identificirali številne proteine. Nekateri izmed teh so: 
transmembranski adhezijski protein Neurexin-IV, trije proteini iz družine klavdinov 
(Megatrachea, Sinuous in Kune-kune), citoplazemski protein Coracle iz superdružine 
proteinov z domeno FERM, trije proteini ključni za vzpostavitev bazalne domene 
plazmaleme (Scribble, Lethal giant larvae in Disc large) in drugi (Izumi in Furuse, 
2014; Jonusaite in sod., 2016a). Številni izmed teh proteinov so specifični za valovite 
septirane stike in jih ni mogoče lokalizirati v gladkih septiranih stikih (Banerjee in sod., 
2006; Jonusaite in sod., 2016a). Molekulska sestava gladkih septiranih stikov je 
bistveno slabše preučena. Do sedaj so identificirali le dva proteina (Snakeskin in Mesh), 
ki sta specifična za ta tip stikov (Izumi in Furuse, 2014; Jonusaite in sod., 2016a). 
 
1.1.1.3 Nagubanje plazmaleme transportnih epitelnih celic 
 
Transportni epiteli morajo zagotavljati difuzijsko pregrado med dvema področjema v 
organizmu in hkrati opravljati vektorski transport ionov in drugih topljencev med tema 
dvema področjema. Difuzijsko pregrado zagotavljajo različni tipi neprehodnih 
medceličnih stikov na lateralnih membranah. Za vektorski transport snovi skozi epitele 
pa je ključna polarizirana organizacija epitelnih celic. Pomembne so tako strukturne 
razlike med apikalno in bazo-lateralno domeno plazmaleme kot specifična namestitev 
ionskih črpalk, prenašalcev in kanalčkov (Berridge in Oschman, 1972; Yeaman in sod., 
1999; Cereijido in sod., 2004). 
 
Ena izmed glavnih ultrastrukturnih značilnosti transportnih epitelnih celic je nagubanje 
apikalne, bazalne in lateralne plazmaleme. Na ta način se močno poveča površina za 
namestitev membranskih ionskih črpalk, prenašalcev in kanalčkov. Hkrati nagubanje 
membran zagotavlja omejene zunajcelične prostore, v katerih se lahko ustvarijo lokalni 
koncentracijski gradienti ionov, ki poganjajo sekundarni transport drugih topljencev in 
vode (Berridge in Oschman, 1972; Cioffi, 1984; Baumann in Walz, 2012). Apikalna, 
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bazalna in lateralna plazmalema transportnih epitelnih celic je lahko nagubana na 
različne načine. 
 
Apikalna plazmalema je najpogosteje nagubana v prstaste izrastke imenovane mikrovili. 
Ti so običajno enotne velikosti in oblike in zelo enakomerno urejeni v ščetkasti obrobek 
(brush border). Pri vretenčarskih organizmih so enakomerno urejeni mikrovili dobro 
poznani pri enterocitih in pri epitelnih celicah proksimalnih cevk nefronov (Berridge in 
Oschman, 1972; Pavelka in Roth, 2015). Pri členonožcih so takšni mikrovili značilni 
predvsem za epitelne celice srednjega črevesa, ki so endodermalnega izvora (Martoja in 
Ballan-Dufrancais, 1984; Icely in Nott, 1992; Billingsley in Lehane, 1996; Lehane, 
1998; Ceccaldi, 2006; Shanbhag in Tripathi, 2009). Z izrazom mikrovili označujemo 
tudi druge prstaste izrastke apikalne plazmaleme, ki so lahko različnih oblik in velikosti 
in niso razporejeni v pravilnem vzorcu (Berridge in Oschman, 1972; Cioffi, 1984). 
Takšna oblika mikrovilov je značilna za sinciciotrofoblast posteljice sesalcev, 
hepatocite in različne sesalske celice v kulturi (Bretscher, 1991; Lange in sod., 1998; 
Sauvanet in sod., 2015). Pri členonožcih so nepravilno oblikovani mikrovili opisani v 
labirintnih celicah antenalnih žlez rakov, čašastih celicah srednjega črevesa nekaterih 
žuželk in celicah Malpighijevih cevk žuželk (Berridge in Oschman, 1972; Cioffi, 1984). 
Pri členonožcih je apikalna plazmalema lahko nagubana tudi v apikalne invaginacije, ki 
so lahko zelo goste in tvorijo apikalni labirint (Berridge in Oschman, 1972; Cioffi, 
1984). Takšno nagubanje apikalne plazmaleme je značilno za transportne epitelne celice 
ektodermalnega izvora, ki so na apikalni strani prekrite s kutikulo. Večinoma so te 
celice vključene v transport vode in ionov, ki poteka v zadnjem črevesu rakov in žuželk 
(Martoja in Ballan-Dufrancais, 1984; Icely in Nott, 1992; Noble-Nesbitt, 1998; 
Ceccaldi, 2006), v žlezah slinavkah žuželk (Martoja in Ballan-Dufrancais, 1984; Just in 
Walz, 1994) in v škrgah rakov (Taylor in Taylor, 1992; Freire in sod., 2008). 
 
Bazalna plazmalema transportnih epitelnih celic je pogosto nagubana v invaginacije, ki 
tvorijo bazalni labirint (Berridge in Oschman, 1972; Cioffi, 1984; Pavelka in Roth, 
2015). Pri vretenčarskih organizmih je izrazit bazalni labirint značilen za celice 
proksimalnih in distalnih cevk nefronov (Berridge in Oschman, 1972; Bonga in 
Veenhuis, 1974). Podobno je tudi pri členonožcih izrazit bazalni labirint značilen 
predvsem za celice različni epitelov vključenih v obsežen transport ionov in vode 
(Cioffi, 1984). Pri žuželkah imajo izrazit bazalni labirint celice srednjega črevesa, celice 
žlez slinavk in celice Malpighijevih cevk (Berridge in Oschman, 1972; Just in Walz, 
1994; Shanbhag in Tripathi, 2009). Pri rakih je obsežen bazalni labirint poznan v 
ionocitah škrg in v celicah antenalnih žlez (Berridge in Oschman, 1972; Cioffi, 1984; 
Taylor in Taylor, 1992; Freire in sod., 2008). 
 
Lateralne plazmaleme med sosednjimi epitelnimi celicami so pogosto izoblikovane v 
bolj ali manj obsežne lateralne prstaste vgreznitve (interdigitacije). Med lateralnimi 
membranami, ki vgreznitve obdajajo, so prisotni medcelični prostori, ki so zelo obsežni 
predvsem pri epitelih vključenih v intenziven transport vode sklopljen z aktivnim 
transportom ionov (Cioffi, 1984). Razširjeni medcelični prostori med nagubanimi 
lateralnimi membranami so značilni za epitelne celice žolčnika in solne žleze pri 
vretenčarjih (Berridge in Oschman, 1972). Zelo nagubane lateralne membrane imajo 
tudi celice v rektumu žuželk, ki so vključene v transport vode in ionov. To je 
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najizrazitejše pri epitelnih celicah rektalnih papil dvokrilcev, kjer so lateralne membrane 
nagubane v obliki skladovnic, ob katerih so številni mitohondriji (Berridge in Gupta, 
1967; Yu, 2002). 
 
V epitelih cevastih organov lahko tip in obseg nagubanja apikalne, bazalne in lateralne 
plazmaleme variira v različnih odsekih vzdolž organa. Razlike v nagubanosti 
plazmaleme so odvisne predvsem od različnih transportnih funkcij, ki jih posamezni 
odseki cevi opravljajo. Tako se na primer vzdolž srednjega črevesa žuželk spreminja 
dolžina mikrovilov ter oblika in globina bazalnega labirinta (Shanbhag in Tripathi, 
2009). V ledvicah sesalcev se v različnih odsekih nefronov razlikujejo dolžina in 
gostota mikrovilov ter globina in gostota invaginacij bazalnega labirinta. V različnih 
odsekih zbiralc pa se razlikujeta oblika in gostota bazalnih invaginacij (Berridge in 
Oschman, 1972; Fukudome, 2001). 
 
1.1.1.4 Razporeditev mitohondrijev v transportnih epitelnih celicah 
 
Citoplazma transportnih epitelnih celic pogosto vsebuje številne mitohondrije, 
nameščene zlasti ob nagubanih membranah apikalne ali bazo-lateralne površine, kjer v 
celicah poteka aktivni transport (Berridge in Oschman, 1972; Cioffi, 1984). Pri 
členonožcih je to predvsem značilno za epitelne celice različnih organov vključenih v 
osmoregulacijo (Martoja in Ballan-Dufrancais, 1984; Icely in Nott, 1992; Taylor in 
Taylor, 1992; Noble-Nesbitt, 1998; Ceccaldi, 2006; Freire in sod., 2008). Pri žuželkah 
so mitohondriji prisotni tudi v nepravilno oblikovanih mikrovilih v čašastih celicah 
srednjega črevesa in v celicah Malpighijevih cevk (Berridge in Oschman, 1972; Cioffi, 
1984). Pri muhah iz rodu Calliphora so številni mitohondriji vidni ob zelo nagubanih 
lateralnih membranah celic v rektalnih papilah (Berridge in Gupta, 1967). Mitohondriji 
v neposredni bližini nagubane plazmaleme zagotavljajo ATP za delovanje različnih 
ionskih črpalk, ki so pri transportnih epitelnih celicah nameščene na apikalni ali bazalni 
plazmalemi (Harvey in sod., 1981; Towle, 1984). Dve pomembni črpalki v epitelnih 
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ATPaza nameščena na apikalni plazmalemi. V celicah distalnih vodov, v katerih poteka 




-ATPaza nameščena na bazalni plazmalemi (Just in 
Walz, 1994). 
 
1.1.1.5 Organizacija in vloga citoskeleta v epitelnih celicah 
 
Za epitelne celice je značilna specifična organizacija aktinskih filamentov in 
mikrotubulov.  Aktinski filamenti so vključeni v stabilizacijo apikalne plazmaleme, 
skupaj z miozinom pa se v obliki kontraktilnega obroča povezujejo s subapikalnimi 
adherentnimi stiki. Mikrotubuli so polarizirani v apikalno bazalni smeri, z minus konci 
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obrnjenimi proti apikalni plazmalemi, kar je ključno za usmerjen membranski in 
proteinski transport (Mays in sod., 1994; Yano in sod., 2017). 
 
Apikalni mikrovili epitelnih celic so stabilizirani s snopi aktinskih filamentov. Aktinski 
filamenti v snopih so orientirani s plus konci proti konicam mikrovilov in so preko 
vilina, fimbrina, miozina 1a in proteinov ERM povezani med seboj in s plazmalemo. V 
subapikalnih delih celic pod mikrovili se baze snopov aktinskih filamentov vstavljajo v 
terminalno omrežje, ki ga gradijo različno orientirani aktinski filamenti skupaj z 
miozinom 2, spektrini, tropomiozinom in drugimi proteini (Mooseker, 1985; Crawley in 
sod., 2014; Yano in sod., 2017; Pelaseyed in Bretscher, 2018). Ne glede na oblikovanost 
apikalne plazmaleme je za epitelne celice značilno, da je več kortikalnih aktinskih 
filamentov nameščenih ob apikalni plazmalemi, zaradi česar je površinska napetost 
plazmaleme na apikalni strani večja kot na bazo-lateralni (Yano in sod., 2017). Aktinski 
filamenti skupaj z miozinom 2 gradijo tudi kontraktilni obroč, ki subapikalno poteka po 
obodu celice in se povezuje z adherentnimi stiki (Mays in sod., 1994; Yano in sod., 
2017). Kontraktilni obroč aktinskih filamentov ima vlogo tako pri spremembah oblike 
celic, kot pri mehanotransdukciji in z njo povezani regulaciji adhezijske ter pregradne 
funkcije medceličnih stikov. Eden od pomembnih proteinov za povezavo med 
aktinskimi filamenti in adherentnimi stiki je α-katenin, ki lahko spreminja konformacijo 
v odvisnosti od nateznih sil, kar je ključno pri mehanotransdukciji (Sluysmans in sod., 
2017). 
 
Za večino epitelnih celic je značilno, da so mikrotubuli v njih organizirani v apikalno-
bazalno orientirane snope. Snope gradijo stabilni mikrotubuli, ki imajo minus konce v 
apikalnih delih celic, njihovi plus konci pa so obrnjeni proti bazalnim delom. Vendar pa 
ta osnovna organizacija lahko variira med različnimi tipi epitelnih celic (Mays in sod., 
1994; Bartolini in Gundersen, 2006; Toya in Takeichi, 2016). Apikalno-bazalno 
orientirani snopi mikrotubulov načeloma nimajo svojega organizacijskega centra v 
centrosomu, kot je to značilno za radialno urejene mikrotubule v različnih 
nepolariziranih celicah. Kljub temu pa imajo lahko nekateri tipi epitelnih celic tudi 
majhno število centrosomskih mikrotubulov. Centrosomi, če so prisotni, so lokalizirani 
v bližini apikalne plazmaleme (Bartolini in Gundersen, 2006; Toya in Takeichi, 2016; 
Yano in sod., 2017). V subapikalnih delih nekaterih epitelnih celic je poleg tega 
prisotno še omrežje krajših necentrosomskih mikrotubulov, ki so različno orientirani 
(Mays in sod., 1994; Musch, 2004; Bartolini in Gundersen, 2006). Apikalno-bazalno 
orientirani snopi necentrosomskih mikrotubulov so apikalno stabilizirani z različnimi 
proteini, ki se vežejo na minus konce mikrotubulov. Med temi proteini so ninein, ki se 
povezuje z γ-tubulinom, in od γ-tubulina neodvisna družina proteinov 
CAMSAP/Patronin (Toya in  Takeichi, 2016; Sluysmans in sod., 2017; Yano in sod., 
2017). Ti proteini stabilizirajo minus konce mikrotubulov na različnih mestih v 
apikalnih delih epitelnih celic. Pogosto so to adherentni stiki ter aktinski in spektrinski 
citoskelet ob apikalni plazmalemi (Toya in Takeichi, 2016). Apikalno-bazalno 
orientirani mikrotubuli so pomembni za vzpostavitev in vzdrževanje polarizirane 
organizacije epitelnih celic, usmerjen transport proteinov na apikalno plazmalemo ter 
pravilno tvorbo svetlinske površine pri epitelih cevastih organov (Mays in sod, 1994; 
Musch, 2004; Bartolini in Gundersen, 2006). Mikrotubuli v epitelnih celicah se s 
svojimi končnimi deli povezujejo tudi z medceličnimi stiki. Pomembni so predvsem za 
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transport proteinov medceličnih stikov ob tvorbi in preoblikovanju medceličnih stikov 
(Sluysmans in sod., 2017). Pri členonožcih je posebna organizacija mikrotubulov 
poznana v tenocitih, specializiranih epidermalnih celicah, ki povezujejo eksoskeletno 
kutikulo in mišice. V teh celicah so prisotni izjemno obsežni snopi mikrotubulov, ki 
potekajo med apikalno in bazalno plazmalemo (Nakazawa in sod., 1992; Tucker in sod., 
2004; Criel in sod., 2005; Žnidaršič in sod., 2012). Ob apikalni plazmalemi se snopi 
mikrotubulov končujejo v bližini apikalnih povezav s kutikulo, ob bazalni plazmalemi 
pa v bližini obsežnih stikov, ki povezujejo tenocite in mišične celice. V tem primeru 
imajo mikrotubuli najverjetneje mehansko vlogo pri prenosu nateznih sil ob 
kontrakcijah mišic na eksoskelet (Nakazawa in sod., 1992; Tucker in sod., 2004; Criel 
in sod., 2005). 
 
1.1.2 Diferenciacija epitelnih celic 
 
Različni epiteli živali se med embrionalnim razvojem lahko diferencirajo iz ene izmed 
treh zarodnih plasti s postopnim oblikovanjem polariziranih epitelnih celic. Med 
zgodnjo embriogenezo najprej nastanejo primarni epiteli. Pri vretenčarjih tvorba 
primarnega epitela poteče z zgostitvijo rahlo povezanih celic v stadiju blastule. Pri 
členonožcih se primarni epitel oblikuje med procesom celularizacije iz sincicija, ki 
nastane s prvimi delitvami jajčne celice. Pozneje med razvojem epiteli ektodermalnega 
izvora nastanejo direktno iz primarnega epitela – blastoderma, medtem ko sekundarni 
epiteli nastanejo iz drugih dveh zarodnih plasti z mezenhimsko-epitelno transformacijo 
(Tepass in sod., 2001; Schöck in Perrimon, 2002). Ključni vidik ultrastrukturne 
diferenciacije epitelov je vzpostavitev apikalno-bazalne polarnosti, kar mora biti 
usklajeno na ravni celotnega tkiva. V celicah se na podlagi različnih signalov iz okolice 
najprej vzpostavi asimetrična razporeditev proteinskih kompleksov polarnosti. Med 
diferenciacijo se oblikujejo medcelični stiki v subapikalnih delih celic, reorganizirata se 
citoskelet in membranski transportni sistem v apikalno-bazalni smeri, plazmalema se 
diferencira v apikalno in bazo-lateralno domeno (Tepass in sod., 2001; Bryant in 
Mostov, 2008; Rodriguez-Boulan in Macara, 2014). Vzpostavitvi apikalno bazalne 
polarnosti sledijo nadaljnji procesi diferenciacije med katerimi različni tipi epitelnih 
celic pridobijo svoje specifične morfološke in funkcijske lastnosti. Ti procesi 
vključujejo preoblikovanje plazmaleme (Berridge in sod., 1976; Louvard in sod., 1992; 
Baumann in Bauer, 2013; Crawley in sod., 2014), reorganizacijo celičnih stikov in 
citoskeleta (Tepass in Hartenstein, 1994; Tepass in sod., 2001) ter diferenciacijo 
zunajceličnih matriksov kot je kutikula členonožcev (Moussian, 2010). Polarizirane in 
medsebojno povezane epitelne celice lahko z nadaljnjimi reorganizacijami citoskeleta, 
medceličnih stikov in bazalne lamine spreminjajo obliko in lego glede na druge celice. 
Na ta način se lahko epiteli uvihavajo, izvihavajo ali podaljšujejo v določeni smeri, kar 
omogoča morfogenetske procese, kot je na primer nastajanje in podaljševanje cevastih 
organov (Schöck in Perrimon, 2002). 
 
Za diferenciacijo epitelnih celic v splošnem so z vidika celične ultrastrukture ključni 
predvsem organiziranost citoskeleta, medcelični stiki in interakcije z zunajceličnim 
matriksom (de Santa Barbara, 2003; Pilot in Lecuit, 2005; Simpson in sod., 2011; Le 
Guen, 2015). Veliko podatkov o vzpostavitvi polarnosti epitelnih celic izvira iz raziskav 
na različnih celičnih kulturah epitelnih celic sesalcev in blastodermu vinske mušice 
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(Tepass in sod., 2001; Rodriguez-Boulan in Macara, 2014). Pri vinski mušici 
(Drosophila melanogaster) poteče vzpostavitev polarnosti epitelnih celic med 
nastankom primarnega epitela – blastoderma. Blastoderm nastane s celularizacijo iz 
sincicija. Ob tvorbi membranskih pregrad med celičnimi jedri poteče asimetrično 
razporejanje kompleksov polarnosti, ki zagotovijo pravilno namestitev adherentnih 
stikov in diferenciacijo apikalne in bazo-lateralne domene plazmaleme (Tepass in sod., 
2001; Gibson in Perrimon, 2003). Pri raku enakonožcu P. scaber blastoderm nastane s 
celularizacijo iz sincicija, podobno kot pri vinski mušici (Wolff, 2009).  
 
1.1.2.1 Tvorba kutikule in bazalne lamine med diferenciacijo epitelov 
 
Tvorba bazalnih in apikalnih zunajceličnih matriksov ima ključno vlogo pri 
diferenciaciji epitelnih celic med razvojem. Med tvorbo matriksa so ključne interakcije 
med sestavinami matriksa in receptorji na celični površini (Brown, 2011). Pri 
diferenciaciji epitelnih celic ima zunajcelični matriks različne funkcije. Predstavlja 
lahko substrat za migracijo celic, sodeluje pri usmerjanju diferenciacije v različne 
celične tipe, modulira signalizacijo z morfogeni in vpliva na morfologijo celic (Plaza in 
sod., 2010; Brown, 2011). 
 
Na apikalni površini epidermisa nekaterih vrst rakov in žuželk se med zgodnjo 
embriogenezo zaporedno tvori več zunajceličnih matriksov, ki se strukturno razlikujejo 
od kutikule (Goudeau, 1976; Goudeau in Lachaise, 1983; Glas in sod., 1997; Ziese in 
Dorn, 2003; Konopová in Zrzavý, 2005; Havemann in sod., 2008; Mrak in sod, 2014). 
Za te matrikse je značilno, da so sestavljeni iz zunanje elektronsko goste lamine in 
rahlega omrežja materiala pod njo, imajo nagubano površino in nimajo kutikularnih 
lusk ali drugih specializiranih struktur na površini. Označevanje z lektinom WGA (angl. 
wheat germ agglutinin) pri vinski mušici in raku enakonožcu P. scaber ne kaže na 
izrazito vsebnost hitina. Nalaganje hitinske kutikule pri vinski mušici in raku P. scaber 
sledi šele med pozno embriogenezo (Moussian in sod., 2006; Mrak in sod., 2014). Za 
prvo eksoskeletno kutikulo je značilno, da natančno sledi obliki apikalne površine 
epitela, ima razvidne podsloje v epikutikuli, na njeni površini pa so že prisotne luske in 
druge kutikularne strukture. Tvorba eksoskeletne kutikule se prične z nalaganjem tanke 
večslojne zunanje epikutikule. Pri vinski mušici so opisali, da nalaganje poteka v 
fragmentih nad nizkimi izboklinami apikalne plazmaleme z elektronsko gostimi 
konicami. Kasneje se material zunanje epikutikule poveže v enoten sloj (Moussian in 
sod., 2006). Nalaganju zunanje epikutikule sledi najprej nalaganje elektronsko redkega 
materiala prokutikule, ki pa je še brez značilne helikoidalne ureditve hitinsko-
proteinskih vlaken. Temu sledi postopna akumulacija elektronsko gostega materiala 
notranje epikutikule. V nadaljevanju se odebeli sloj prokutikule in vzpostavi se 
helikoidalna organizacija hitinsko-proteinskih vlaken. Šele na koncu pride do 
diferenciacije prokutikule v ekso- in endokutikulo (Moussian in sod., 2006; Havemann 
in sod., 2008; Moussian, 2010; Mrak in sod., 2014). Med nadaljnjim razvojem se 
eksoskeletna kutikula postembrionalnih stadijev in odraslih živali obnavlja med 
levitvami (Freeman, 1993; Mrak in sod., 2012; Vittori in sod., 2012; Mrak in sod., 
2014). Bistveno manj je znanega o diferenciaciji črevesne kutikule. Pri larvalnih stadijih 
rakov sta sprednje in zadnje črevo že prekrita s hitinsko kutikulo (Lovett in Felder, 
1989; Ullrich in Storch, 1993; Suh in sod., 1994; Abrunhosa in Kittaka, 1997; Baud in 
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sod., 2002; Tam in Avenant-Oldewage, 2006; Abrunhosa in Melo, 2008; Diaz in sod., 
2008), večina znanih podatkov pa se nanaša na oblikovanje kutikularnih struktur v 
želodcu rakov deseteronožcev. Za rake enakonožce je znano, da črevesni epitel poznih 
embrionalnih stadijev in ličink prekriva tanka kutikula (Štrus in sod., 2008). 
 
Za razliko od sestavin kutikule, ki jih vedno sintetizirajo epitelne celice v direktnem 
stiku s kutikulo, lahko nekatere sestavine bazalne lamine sintetizirajo tudi druge celice v 
telesu. Med zgodnjim embrionalnim razvojem vinske mušice proteine bazalne lamine 
najprej sintetizirajo hemociti. Med poznim embrionalnim in larvalnim razvojem pa je 
glavno mesto sinteze kolagena IV in laminina maščobno telesce (Isabella in Horne-
Badovinac, 2015). Laminin v hemocitih se prične izražati v stadijih 11 in 12 na začetku 
podaljševanja zarodnega pasu, ko poteka tudi diferenciacija epidermisa. V stadiju 13 se 
laminin prične izražati še v maščobnem telescu. Izražanje kolagena IV se prične šele 
kasneje med skrajševanjem zarodnega pasu in organogenezo (Kusche-Gullberg, 1992; 
Li in sod., 2003). Raziskave med embrionalnim razvojem sesalcev in diferenciacijo 
sesalskih epitelnih celic v kulturi so pokazale, da med formiranjem bazalne lamine 
najprej poteče nalaganje laminina. Za to je ključna vezava laminina na integrine, 
distroglikan in druge receptorje, s čimer se poveča lokalna koncentracija laminina na 
bazalni celični površini nad kritično koncentracijo, ki je potrebna za polimerizacijo v 
omrežje. Formirano lamininsko omrežje omogoči akumuliranje nidogena, kolagena IV 
in perlekana. Kolagen IV polimerizira v svoje omrežje, ki mehansko stabilizira bazalno 
lamino (Colognato in Yurchenco, 2000; Pöschl in sod., 2004; Yurchenco, 2011; 
Morrisey in Sherwood, 2015). O ultrastrukturnih spremembah bazalne lamine ob 
diferenciaciji epitelnih celic med razvojem praktično ni podatkov. Obstoječi podatki se 
v glavnem nanašajo na ultrastrukturne spremembe bazalnih lamin sesalcev med 
staranjem (Ashworth in sod., 1960; Alvarado in sod., 1983; Murphy in sod., 1984; 
Vazquez in sod., 1996; Candiello in sod., 2010). 
 
1.1.2.2 Tvorba in preoblikovanje celičnih stikov med diferenciacijo epitelov 
 
Tvorba različnih tipov celičnih stikov v prvi vrsti omogoča mehansko povezovanje 
epitelnih celic med sabo in s substratom, kar je osnova tako za oblikovanje primarnih 
epitelov s kompakcijo ali celularizacijo kot za oblikovanje sekundarnih epitelov z 
mezenhimsko-epitelno transformacijo (Gumbiner, 1996; Tepass, 1997; Bökel in Brown, 
2002). Poleg tega ima tvorba, od kadherinov odvisnih povezav med sosednjimi celicami 
in od integrinov odvisnih povezav s substratom, pomembno vlogo pri vzpostavitvi 
apikalno-bazalne polarnosti epitelnih celic (Lecuit in Wieschaus, 2002; Lee in Streuli, 
2014).  Zaradi svoje plastičnosti se lahko medcelični stiki med nadaljnjim razvojem tudi 
obsežno reorganizirajo. Takšne reorganizacije omogočajo spremembe oblike celic in 
njihove premike relativno glede na druge celice, kar je osnova za različne 
morfogenetske procese na ravni tkiva (Coopman in Djiane, 2016). 
 
Pri sesalcih se diferenciacija subapikalnega stičnega kompleksa prične med kompakcijo 
8-celičnega embrija. Proteini tako adherentnih kot tesnih stikov se najprej sestavijo v 
enotno stično domeno, ki je po ultrastrukturi podobna adherentnim stikom. Šele pozneje 
v stadiju 32-celičnega embrija se adherentni in tesni stiki na ravni ultrastrukture jasno 
razdelijo v dve ločeni domeni (Sheth in sod., 2000; Eckert in Fleming, 2008). Manj 
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podatkov je na voljo o diferenciaciji medceličnih stikov med poznejšimi razvojnimi 
stadiji. Yamamoto in sod., 1992 so med embrionalnim razvojem podgane opisali 
diferenciacijo tesnih stikov v črevesnih celicah, ki poteka s postopnim dodajanjem 
novih verig transmembranskih proteinov na lateralnih plazmalemah. Pri nevretenčarjih 
je formiranje subapikalnega stičnega kompleksa natančno opisano pri vinski mušici. 
Formiranje poteka različno pri primarnih epitelih (blastoderm in ektodermalni epiteli, ki 
izvirajo neposredno iz blastoderma) in pri sekundarnih epitelih (epiteli, ki nastanejo z 
mezenhimsko-epitelno transformacijo). Pri primarnih epitelih se točkasti adherentni 
stiki pojavijo že med procesom celularizacije na membranah, ki tvorijo invaginacije 
med celičnimi jedri. Med gastrulacijo se točkasti adherentni stiki skoncentrirajo v 
subapikalnih delih lateralnih membran in se kmalu po koncu gastrulacije povežejo v 
sklenjene pasovne adherentne stike. Valoviti septirani stiki se pričnejo oblikovati v 
drugi polovici embrionalnega razvoja v stadiju 14. Najprej se pojavijo posamezne 
pregrade in kratka zaporedja pregrad, ki se do izvalitve iz jajčne ovojnice postopno 
podaljšujejo z dodajanjem novih pregrad. Endodermalno srednje črevo, ki je primer 
sekundarnega epitela, se iz prekurzorskih mezenhimatskih celic formira med srednjo 
embriogenezo, v obdobju med stadijema 12 in 17. Pri tem za razliko od primarnih 
epitelov ne pride do tvorbe pasovnih adherentnih stikov, ampak so celice lateralno 
povezane le s posameznimi točkovnimi adherentnimi stiki. Za formiranje epitela 
srednjega črevesa je pomembno, da se ob pričetku tvorbe bazalne lamine v stadiju 13 
vzpostavijo bazalni hemiadherentni stiki. Subapikalni stični kompleks, ki sestoji le iz 
gladkih septiranih stikov, se oblikuje med poznim embrionalnim razvojem v stadiju 17 
(Tepass in Hartenstein, 1994; Tepass, 1997). Glede poznejše reorganizacije medceličnih 
stikov se večina znanih podatkov nanaša na adherentne stike. Reorganizacija 
adherentnih stikov, običajno v povezavi s kontraktilnostjo aktinsko-miozinskega 
citoskeleta, prispeva k spremembam oblike in lege epitelnih celic, te pa omogočajo 
različne morfogenetske procese, kot sta gubanje in podaljševanje epitelov (Schöck in 
Perrimon, 2002; Pilot in Lecuit, 2005; Wang in sod., 2012; Lecuit in Yap, 2015). O 
morebitnih reorganizacijah tesnih in septiranih stikov praktično ni podatkov. 
 
Na molekulski ravni je bila tvorba povezav z bazalno lamino preučena med 
diferenciacijo epitelnih celic v mlečnih žlezah sesalcev. Prične se z vezavo integrinskih 
dimerov na sestavine zunajceličnega matriksa. Znotrajcelične domene integrinov nato 
rekrutirajo nabor različnih adapterskih proteinov za povezavo s citoskeletom (Rooney in 
Streuli, 2011; Lee in Streuli, 2014). Med embrionalnim razvojem vinske mušice poteka 
tvorba bazalnih hemiadherentnih stikov sočasno s pričetkom formiranja bazalnih lamin 
v stadijih 13 ali 14, odvisno od vrste epitelnega tkiva (Tepass in Hartenstein, 1994). Na 
splošno so reorganizacije povezav z bazalno lamino v epitelih potrebne za migracije 
celic in spremembe njihove oblike ter so zato ključne za različne morfogenetske procese 
(Gumbiner, 1996; Domínguez-Giménez in sod., 2007). Zelo malo je na voljo podatkov 
o formiranju povezav z apikalnim zunajceličnim matriksom med diferenciacijo 
ektodermalnih epitelov členonožcev. Znano je, da so pri vinski mušici povezave med 
epidermisom in eksoskeletno kutikulo prisotne pri larvah (Tepass in Hartenstein, 1994). 
O morebitnem preoblikovanju teh povezav med razvojem praktično ni podatkov. Za več 
različnih vrst žuželk in rakov je znano, da se povezave med apikalno plazmalemo 
tenocitov in staro eksoskeletno kutikulo vzdržujejo tudi med tvorbo nove kutikule med 
levitvami postembrionalnih stadijev in odraslih živali (Lai-Fook, 1967; Caveney, 1969; 
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Buchholz in Buchholz, 1989; Lai-Fook in Beaton, 1998; Yamada in Keyser, 2009; 
Žnidaršič in sod., 2012). 
 
1.1.2.3 Gubanje plazmaleme med diferenciacijo epitelnih celic 
 
Nagubanje plazmaleme med diferenciacijo epitelov v prvi vrsti zagotovi povečano 
površino, ki je na voljo za različne transportne procese (Louvard in sod., 1992; Crawley 
in sod., 2014). Na molekulski ravni so poznani številni mehanizmi, ki omogočajo 
gubanje in ukrivljanje celičnih membran (McMahon in Gallop, 2005; McMahon in 
Boucrot, 2015). Ti mehanizmi v glavnem temeljijo na razlikah v lipidni sestavi med 
različnimi področji membran (Frolov in sod., 2011), interakcijah membran z različnimi 
proteini, ki lahko ukrivljajo membrane (Mim in Unger, 2012; McClatchey, 2014; 
Simunovic in sod., 2015) ter interakcijah med membranami in citoskeletom (Doherty in 
McMahon, 2008). Raziskave diferenciacije apikalne plazmaleme se nanašajo večinoma 
na oblikovanje mikrovilov v črevesnem epitelu sesalcev in v folikularnem epitelu 
ovarijev vinske mušice (Crawley in sod., 2014; Khanal in sod., 2016). V oblikovanje in 
stabilizacijo mikrovilov je vključen aktinski citoskelet (Crawley in sod., 2014). Za 
oblikovanje mikrovilov v folikularnem epitelu ovarijev vinske mušice pa je potreben 
tudi usmerjen transport vzdolž apikalno-bazalno polariziranih mikrotubulov (Khanal in 
sod., 2016). Mehanizmi, ki so vključeni v oblikovanje apikalnih in bazalnih invaginacij 
plazmaleme, niso poznani. 
 
Z ultrastrukturnega vidika je dobro poznano oblikovanje mikrovilov enterocitov med 
razvojem vretenčarjev. To poteka med poznim embrionalnim razvojem in se prične z 
nastankom kratkih izrastkov apikalne plazmaleme, ki so najprej nepravilnih oblik in jih 
je relativno malo. Pozneje mikrovili pridobijo enoten obseg in dolžino, se močno 
pomnožijo in se zelo enakomerno razporedijo v ščetkasti obrobek (Chambers in Grey, 
1979; Louvard in sod., 1992). Raziskave na enterocitih v kulturi so pokazale, da se 
pravilna organizacija mikrovilov vzpostavi s postopnim povezovanjem mikrovilov v vse 
večje kopice, za kar je ključno povezovanje membran sosednjih mikrovilov preko dveh 
protokadherinov (Crawley in sod., 2014). Tudi v srednjem črevesu žuželk oblikovanje 
mikrovilov poteka relativno pozno med embrionalnim razvojem (Baldwin in sod., 
1996), opisana pa sta bila dva različna načina njihovega formiranja (Martoja in Ballan-
Dufrancais, 1984). Pri prvem se mikrovili formirajo na membranah, ki obdajajo 
razširjene medcelične prostore med diferencirajočimi celicami. Ko se pozneje razširjeni 
medcelični prostori povežejo s svetlino črevesa, se izoblikovani mikrovili izpostavijo na 
apikalni površini (Kadiri in Louvet, 1982; Rost-Roszkowska in Klag, 2011). Pri drugem 
načinu formiranje mikrovilov poteka podobno, kot je opisano pri enterocitih 
vretenčarjev (van der Starre-van der Molen in de Priester, 1972; Hakim in sod., 1988). 
Precej manj je znanega o strukturnem vidiku oblikovanja apikalnih in bazalnih 
invaginacij plazmaleme. Pri muhi iz rodu Calliphora so opisali oblikovanje apikalnega 
sistema razvejanih invaginacij, ki je prisoten v sekrecijskih celicah žlez slinavk 
(Baumann in Walz, 2012). Formiranje kratkih razvejanih invaginacij se prične malo 
pred izleganjem imaga iz bube, postopno podaljševanje invaginacij pa poteka še prvih 
24 ur po izleganju (Baumann in Bauer, 2013). Formiranje bazalnega labirinta so opisali 
med regeneracijo po inducirani nekrozi v celicah ledvičnih cevk podgan (Ormos in sod., 
1973; Peterson in Carone, 1979) ter med diferenciacijo celic srednjega črevesa med 
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razvojem žuželk (Hakim in sod., 1988; Baldwin in sod., 1996; Rost-Roszkowska in 
sod., 2007) in v labirintnih celicah antenalnih žlez sladkovodnega raka Astacus 
leptodactylus (Khodabandeh in sod., 2005). Za vse primere v splošnem velja, da 
formiranje bazalnih invaginacij poteka kasneje kot oblikovanje apikalnih mikrovilov, 
ter da poteka postopno od posameznih invaginacij do obsežnega labirinta. 
 
1.1.2.4 Preoblikovanje citoskeleta med diferenciacijo epitelnih celic 
 
Med diferenciacijo epitelnih celic pride do obsežnega preoblikovanja aktinskih  
filamentov in mikrotubulov. Reorganizacija aktinskih filamentov je povezana predvsem 
s formiranjem medceličnih stikov in oblikovanjem apikalne plazmaleme, reorganizacija 
mikrotubulov pa z vzpostavitvijo apikalno-bazalne organizacije organelov v citoplazmi, 
predvsem Golgijevega aparata in ostalih kompartmentov endomembranskega 
transportnega sistema (Yeaman in sod., 1999). 
 
Za reorganizacijo aktinskih filamentov v povezavi z celičnimi stiki je ključno njihovo 
povezovanje z adapterskimi proteini, ki so v stičnih kompleksih z bazalno lamino in v 
adherentnih stikih. Te interakcije aktinskih filamentov utrdijo povezave med celicami in 
povezave z zunajceličnim matriksom ter zagotavljajo ogrodje za vezavo različnih 
signalnih proteinov (Yeaman in sod., 1999). Poleg tega v nekaterih epitelnih celicah 
poteka reorganizacija aktinskih filamentov tudi v povezavi s formiranjem apikalnih 
mikrovilov, kar je predvsem dobro poznano na primeru diferenciacije enterocitov 
vretenčarjev (Mooseker, 1985; Crawley in sod., 2014). Polimerizacija aktina in 
združevanje posameznih fibril v snope generira silo, ki je potrebna za deformacijo 
apikalne plazmaleme. Polimerizacija aktina poteka ob elektronsko gostih plakih tik pod 
apikalno plazmalemo, ki najverjetneje predstavljajo proteinske komplekse vključene v 
polimerizacijo aktina. Posamezni filamenti se združujejo v snope s pomočjo vilina, 
fimbrina in espina. Za dolgotrajno stabilnost mikrovilov je pomembno njihovo 
zasidranje v terminalno omrežje, ki pa se formira relativno pozno med diferenciacijo 
(Mooseker, 1985; Crawley in sod., 2014). 
 
Mikrotubuli se med diferenciacijo številnih epitelnih celic, po vzpostavitvi od kadherina 
odvisnih medceličnih povezav, prerazporedijo iz radialne centrosomske ureditve 
(značilne za nepolarizirane celice) v apikalno-bazalno polarizirano ureditev (Bre in sod., 
1987; Bacallao in sod., 1989; Mimori-Kiyosue, 2011). Za to je najprej potrebna 
sprostitev minus koncev mikrotubulov iz centrosomov s pomočjo proteinov, ki lahko 
cepijo mikrotubule. Po sprostitvi se minus konci mikrotubulov skupaj s proteini, ki 
stabilizirajo ali sidrajo minus konce mikrotubulov (γ-tubulin, ninein, Nezha/Patronin), 
premestijo v apikalne predele celic, medtem ko se s plus konci mikrotubulov povezani 
proteini (+TIPs – plus end tracking proteins) lokalizirajo v bazalnih delih celic 
(Bartolini in Gundersen, 2006; Mimori-Kiyosue, 2011). Med diferenciacijo epitelnih 
celic v trahejah vinske mušice se minus konci mikrotubulov skupaj s kompleksom γ-
tubulina (γ-TuRC – γ-tubulin ring complex) sprostijo s centrosoma s pomočjo spastina. 
Temu sledi prerazporeditev γ-TuRC kompleksov proti apikalni plazmalemi, kjer se 
zasidrajo na protein Piopio (Brodu in sod., 2010). Protein Piopio pripada družini 
proteinov zona pelucida in je vključen tudi v povezovanje apikalne plazmaleme z 
apikalnim zunajceličnim matriksom (Bökel in sod., 2005). Med reorganizacijo 
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mikrotubulov v apikalno-bazalno ureditev pride tudi do spremembe njihove 
dinamičnosti proti bolj stabilnim mikrotubulom in povezovanja v snope, kar je 
pomembno za morfogenezo in vzdrževanje oblike epitelnih celic (Gelfand in 
Bershadsky, 1991; Bartolini in Gundersen, 2006). 
 
1.1.3 Zgradba in delovanje prebavnega sistema rakov 
 
V splošnem prebavni sistem rakov gradijo ektodermalno sprednje in zadnje črevo ter 
endodermalno srednje črevo, ki povezuje oba ektodermalna odseka. Sprednje in zadnje 
črevo sta na svetlinski površini prekrita s kutikulo (Ceccaldi, 2006; Watling, 2013). 
Sprednje črevo je pri različnih skupinah nižjih rakov relativno enostavno in sestoji iz 
cevastega požiralnika in vrečastega želodca (Watling, 2013). Pri rakih iz skupine 
Malacostraca je sprednje črevo, predvsem želodec, strukturno najbolj kompleksni del 
prebavnega sistema. Želodec je razdeljen na več komor, v njem pa so različne 
kutikularne strukture za drobljenje, filtriranje in transport hrane (Icely in Nott, 1992; 
Schmitz, 1992; Wägele, 1992; Ceccaldi, 2006). Srednje črevo je lahko enostavna ravna 
cev, kot pri večini nižjih rakov, ali pa se razvejuje v nekaj ali veliko slepih divertiklov 
(Watling, 2013). Med divertikli je en ali več parov žleznih cevk, ki delujejo kot 
prebavne žleze ali hepatopankreas (Ceccaldi, 2006). Običajno je srednje črevo najdaljši 
odsek prebavne cevi, medtem ko je zadnje črevo relativno kratko (Icely in Nott, 1992; 
Schmitz, 1992; Watling, 2013). Vendar pa je srednje črevo lahko tudi kratko, kot v 
primeru sladkovodnih rakov deseteronožcev (Icely in Nott, 1992), ali povsem 
reducirano, kot v primeru kopenskih rakov enakonožcev (Holdich in Mayes, 1975; 
Storch in Štrus, 1989; Wägele, 1992; Štrus in sod., 1995). V teh primerih najdaljši 
odsek prebavne cevi predstavlja zadnje črevo. 
 
1.1.3.1 Anatomska in histološka zgradba prebavnega sistema rakov enakonožcev 
 
Celotna prebavna cev kopenskih rakov enakonožcev je ektodermalnega izvora. 
Sestavljata jo sprednje in zadnje črevo, ki sta neposredno povezana in v celoti pokrita s 
kutikulo. Endodermalni del prebavnega sistema, brez kutikule na svetlinski površini, 
sestavljajo distalno slepo zaprte cevke prebavnih žlez, ki se proksimalno povezujejo z 
želodcem (Vernon in sod. 1974; Holdich in Mayes, 1975; Bettica in sod., 1987) in ozek 
obroč srednjega črevesa, ki je ohranjen le pri amfibijskih vrstah (Štrus in sod., 1995). 
Zadnje črevo predstavlja najdaljši odsek prebavne cevi in je razdeljeno na anteriorno 
komoro, papilatno regijo in rektum, ki je od papilatne regije ločen z mišičnim 
sfinktrom. V anteriorni komori je dorzalna črevesna stena oblikovana v vzdolžno gubo 
imenovano tiflosolis in dva vzporedna tiflosolna kanala. Za papilatno regijo so značilni 
kupolasto oblikovani bazalni deli črevesnih celic, ki se med mišicami bočijo v hemocel 
(Hassall in Jennings, 1975; Hames in Hopkin, 1989; Štrus in sod., 1995). V anteriorni 
komori v glavnem poteka prebava hrane s prebavnimi encimi, ki jih izločajo prebavne 
žleze. Večina prebavnih produktov se vzdolž tiflosolnih kanalov vrača nazaj v želodec, 
kjer se prefiltrirajo v prebavne žleze (Hames in Hopkin, 1989). Kljub temu, da se glavni 
del prebavnih produktov absorbira v prebavnih žlezah, poteka del absorpcije tudi v 
anteriorni komori (Hryniewiecka-Szyfter in Storch, 1986). Ultrastrukturne značilnosti 
črevesnih celic v papilatni regiji kažejo, da je ta odsek prebavne cevi vključen predvsem 
v transport ionov in vode potreben za osmoregulacijo živali (Vernon in sod., 1974; 
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Coruzzi in sod., 1982; Palackal in sod., 1984). Glavna funkcija rektuma je stiskanje 
iztrebkov, s čimer se iz njih odstrani še preostala voda (Hames in Hopkin, 1989). 
 
1.1.3.2 Ultrastruktura epitela zadnjega črevesa rakov enakonožcev 
 
Epitel zadnjega črevesa rakov enakonožcev je enoslojen. Črevesne celice so na apikalni 
strani prekrite s hitinsko kutikulo, ki je tanka in sestavljena iz dveh slojev. Na površini 
je elektronsko gosta epikutikula pod njo pa je elektronsko redka prokutikula. Na 
površini kutikule so posteriorno usmerjeni kutikularni trni (Vernon in sod., 1974; 
Palackal in sod., 1984; Storch in Štrus, 1989). Apikalna plazmalema črevesnih celic je 
nagubana v obsežen apikalni labirint, ki ga tvorijo invaginacije plazmaleme pod 
kutikulo. Bazalno je plazmalema nagubana v invaginacije bazalnega labirinta ob bazalni 
lamini. Ob apikalnih in bazalnih invaginacijah plazmaleme so prisotni številni 
mitohondriji. V citoplazmi črevesnih celic je veliko mikrotubulov, ki so orientirani v 
apikalno-bazalni smeri. Lateralno so črevesne celice povezane z obsežnimi septiranimi 
stiki (Witkus in sod., 1969; Vernon, 1974; Coruzzi in sod., 1982; Palackal in sod., 1984; 
Wägele, 1992). Ultrastrukturno je črevesni epitel rakov enakonožcev podoben drugim 
ektodermalnim epitelom členonožcev s transportno funkcijo, za katere je značilno, da 
sta apikalna in bazalna plazmalema epitelnih celic oblikovani v apikalni in bazalni 
labirint, apikalno površino epitela pa prekriva kutikula (Vernon in sod., 1974; Kukulies 
in Komnick, 1983; Kikuchi in Matsumasa, 1997; Luquet in sod., 2000; Yu, 2002). 
Podrobna ultrastruktura in razlike med epitelnimi celicami v anteriorni komori in v 
papilatni regiji raka P. scaber, do sedaj niso bili natančno preučeni. 
 
1.1.4 Embrionalni in postembrionalni razvoj raka enakonožca Porcellio scaber 
 
V splošnem je razvoj rakov zelo variabilen in vključuje različno število larvalnih 
stadijev (Anger, 2001; Haug in Haug, 2015). Zelo variabilna je tudi morfogeneza 
prebavnega sistema. Pri skupinah rakov s pelagičnimi larvami, ki se aktivno 
prehranjujejo, poteče razvoj prebavnega sistema zgodaj, prebavni sistem pa se med 
razvojem strukturno prilagaja glede na spremembe v načinu prehranjevanja larv. Pri 
perakaridnih rakih in nekaterih sladkovodnih rakih deseteronožcih se iz jajčnih ovojnic 
izvalijo juvenilni osebki, ki so že zelo podobni odraslim živalim, kot so na primer 
manke kopenskih rakov enakonožcev. Pri teh skupinah rakov se prebavni sistem razvije 
in postane funkcionalen relativno pozno v razvoju (Štrus in sod., 2019). 
 
Pri kopenskih rakih enakonožcih poteka embrionalni razvoj in del zgodnjega 
postembrionalnega razvoja v valilniku na ventralni strani telesa samice. Valilnik je 
napolnjen z marzupijsko tekočino, ki je osmotsko dobro regulirana (Surbida in Wright, 
2001). Valilnik predstavlja eno od prilagoditev te skupine rakov na kopenski način 
življenja, ki omogoča, da se embriji  razvijajo v osmotsko stabilnem vodnem okolju. 
Embrije obdajata dve jajčni ovojnici: zunanji horion in notranja vitelinska membrana 
(Strömberg, 1967; Wolff, 2009; Milatovič in sod., 2010; Mrak in sod., 2012). 
Embrionalni razvoj raka enakonožca P. scaber v laboratorijskih razmerah poteka 25 
dni. V grobem je razdeljen na zgodnji, srednji in pozni embrionalni razvoj. Milatovič in 
sod. (2010) so razvoj v valilniku natančneje razdelili v 20 zaporednih razvojnih stadijev 
(S1 do S20). Med zgodnjim embrionalnim razvojem (stadiji S1 do S5) embriji vsebujejo 
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veliko rumenjaka in nimajo vidnih zasnov za okončine. V tem obdobju potekajo prve 
delitve oplojene jajčne celice, nastanek zarodnega diska, gastrulacija in podaljševanje 
zarodnega pasu. Ob koncu zgodnje embriogeneze se zasnujejo okončine (Milatovič in 
sod., 2010). Med prvimi delitvami oplojene jajčne celice se pri rakih enakonožcih delijo 
le celična jedra, tako da nastane sincicij. Celične membrane nastanejo pozneje med 
nastankom zarodnega diska (Nair, 1956; Strömberg, 1965; Strömberg, 1967; Wolff in 
sod., 2009; Milatovič in sod., 2010; Manship in sod., 2011). Celice iz katerih kasneje 
nastane večplastni mezendoderm migrirajo v notranjost embrija med gastrulacijo. 
Gastrulacijski center je pri raku P. scaber na sredini zarodnega diska. Gastrulacija se 
zaključi s pojavom teloblastov (v polmesec razporejenih velikih celic, ki z usklajenimi 
delitvami omogočajo podaljševanje zarodnega pasu) v sprednjem delu gastrulacijskega 
centra (Wolff, 2009; Milatovič in sod., 2010). Z delitvami ektoteloblastov in 
mezoteloblastov v nadaljevanju poteče podaljševanje zarodnega pasu (Wolff, 2009; 
Milatovič in sod., 2010). Med srednjim embrionalnim razvojem (stadiji S6 do S15) 
imajo embriji že zasnove za okončine in so dorzalno ukrivljeni. Na začetku tega 
obdobja se razvijeta invaginaciji stomodeuma in proktodeuma. V nadaljevanju se iz 
endoderma razvijejo zasnove za prebavne žleze, ki se postopno povečujejo v posteriorni 
smeri in v svetlino vključujejo vse več rumenjaka. Do konca srednje embriogeneze, ki 
se zaključi z izleganjem iz horiona, je v prebavne žleze vključen ves rumenjak (Wolff, 
2009; Milatovič in sod., 2010). Med izleganjem iz horiona pride do dorzoventralne 
rotacije embrija znotraj vitelinske membrane, tako da so embriji med poznim 
embrionalnim razvojem (stadiji S16 do S19) ventralno ukrivljeni (Wolff, 2009; 
Milatovič, 2010). Med pozno embriogenezo pride do apolize epidermalnega 
zunajceličnega matriksa. Na površini eksoskeletne kutikule se tvorijo sete, trni in luske. 
V želodcu se oblikujejo kutikularni filtri in strukture za drobljenje hrane. Vzpostavi se 
povezava med želodcem in prebavnimi žlezami. Sprednje in zadnje črevo sta med 
poznim embrionalnim razvojem že povezana v enotno prebavno cev (Štrus in sod., 
2008; Milatovič in sod., 2010). Embrionalni razvoj se zaključi z izvalitvijo embrijev iz 
vitelinske membrane. Po izvalitvi se manke še približno 10 dni razvijajo v valilniku 
(stadij S20 – marzupijska manka). Z izrazom manka označujemo razvojne stadije, ki so 
že podobni odraslim živalim, vendar pa še nimajo sedmega para pereopodov. Mrak in 
sod. (2012) so določili 3 zaporedne stadije marzupijskih mank, ki se razlikujejo po 
velikosti, pigmentaciji, premikanju in količini rumenjaka v prebavnih žlezah. Zgodnje 
marzupijske manke merijo 1.5 do 1.6 mm v dolžino, se ne premikajo in so malo 
pigmentirane. Z rumenjakom napolnjene prebavne žleze segajo do konca pleona. 
Srednje marzupijske manke merijo v dolžino 1.7 do 1.8 mm in so temneje pigmentirane. 
Zaradi porabe rumenjaka prebavne žleze segajo v pleon le delno. Pozne marzupijske 
manke merijo v dolžino 1.9 do 2.0 mm in se intenzivno premikajo. Prebavne žleze 
segajo le do konca pereona. Po sprostitvi iz valilnika se postmarzupijske manke 
razvijajo v zunanjem okolju še približno 20 dni, preden se razvije sedmi par pereopodov 
in postanejo juvenilni osebki (Tomescu in Craciun, 1987). 
 
1.1.4.1 Morfogeneza zadnjega črevesa pri raku enakonožcu P. scaber 
 
Morfogeneza različnih cevastih organov je bila preučena pri različnih nevretenčarskih in 
vretenčarskih modelnih organizmih. Tako je bila na primer preučena morfogeneza 
trahej pri vinski mušici, podaljševanje gonad pri glisti Caenorhabditis elegans (Schöck 
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in Perrimon, 2002) in oblikovanje razvejitev pljučnega epitela med razvojem miši 
(Ingber, 2006). Morfogeneza cevastih epitelov lahko poteka na več načinov: (i) s 
preoblikovanjem slojev že polariziranih celic z invaginiranjem, (ii) s polarizacijo in 
oblikovanjem svetline znotraj skupkov nepolariziranih celic, (iii) z oblikovanjem 
svetline znotraj posameznih celic. Ob invaginiranju pogosto pride do delne razgradnje 
bazalne lamine pod epitelom na mestu invaginiranja (Ingber, 2006) in kontrakcije 
aktinsko-miozinskega citoskeleta povezanega z adherentnimi stiki v apikalnih delih 
celic. S tem pride do apikalne zožitve celic in razširitve v bazalni delih (Schöck in 
Perrimon, 2002; Lecuit in Lenne, 2007). Epitelne cevke se lahko podaljšujejo z 
interkalacijo (vrivanjem) epitelnih celic ali migracijo celic na konicah cevk (Hogan in 
Kolodziej, 2002). Pri vinski mušici poteka podaljševanje zadnjega črevesa z 
interkalacijo in večanjem celic (Lengyel in Iwaki, 2002). 
 
Pri rakih enakonožcih se razvoj prebavne cevi prične med srednjim embrionalnim 
razvojem z dvema invaginacijama blastoderma. V anteriornem delu embrija se oblikuje 
stomodeum, iz katerega se razvijeta požiralnik in želodec, v posteriornem delu embrija 
pa proktodeum, ki predstavlja zasnovo za razvoj zadnjega črevesa (Nair, 1956; 
Strömberg, 1965; Strömberg, 1967, Wolff, 2009; Milatovič in sod., 2010). Pri vrsti P. 
scaber se stomodeum in proktodeum pojavita v stadiju S6 (Milatovič in sod., 2010). 
Med nadaljnjim razvojem se proktodeum postopno podaljšuje proti stomodeumu, vse do 
združitve v enotno prebavno cev (Nair, 1956; Strömberg, 1965; Strömberg, 1967, 
Wolff, 2009; Milatovič in sod., 2010). Pri vrsti P. scaber poteka podaljševanje 
proktodeuma od stadija S6 do stadija S14. Do stika med obema invaginacijama pride ob 
koncu srednje embriogeneze v stadiju S15. Pozni embrij v fazi S16 ima že zvezno 
prebavno cev. Med nadaljnjo pozno embriogenezo se v stadiju S18 zadnje črevo razdeli 
na anteriorno komoro in papilatno regijo, dorzalni epitel anteriorne komore pa se 
ugrezne v svetlino in tvori vzdolžno gubo ali tiflosolis (Milatovič in sod., 2010). Med 
pozno embriogenezo so med celicami dorzalne stene črevesa prisotni obsežni 
medcelični prostori, kar lahko kaže na reorganizacijo celic med oblikovanjem 
tiflosolisa, medtem ko so celice ventralne črevesne stene tesno povezane (Štrus in sod., 
2008). 
 
1.2 CILJI IN ZNANSTVENA VPRAŠANJA 
 
Ključni cilj raziskovalnega dela v okviru doktorske disertacije je pojasnitev 
ultrastrukturnih značilnosti in časovnega poteka diferenciacije črevesnih epitelnih celic 
med razvojem nevretenčarskega organizma P. scaber. Raziskali smo potek 
diferenciacije črevesnega epitela med embrionalnim in postembrionalnim razvojem raka 
enakonožca P. scaber s histološkega in ultrastrukturnega vidika. Analizirali smo 
ultrastrukturo črevesnega epitela pri odraslih živalih, histološko zgradbo in 
ultrastrukturo črevesnega epitela v embrionalnih in postembrionalnih razvojnih stadijih 
ter primerjali dobljene rezultate z znanimi podatki o diferenciaciji primerljivih epitelnih 
tkiv. Rezultati raziskav so v ožjem smislu doprinesli k razumevanju diferenciacije 
ektodermalnih epitelov členonožcev, v širšem smislu smo z rezultati te disertacije 
prispevali k evalvaciji splošnih in specifičnih značilnosti ultrastrukturne diferenciacije 
epitelov. Za nadgradnjo obstoječega znanja o ultrastrukturni diferenciaciji epitelov so 
potrebne raziskave različnih epitelov in različnih modelnih organizmov. Ključna 
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prednost raziskav diferenciacije epitelnih celic v intaktnih embrijih je, da analiziramo 
diferenciacijo »in situ« in celice tako preučujemo v fiziološko relevantnih interakcijah s 
sosednjimi celicami, zunajceličnim matriksom in sosednjimi tkivi. 
 
Specifična raziskovalna vprašanja v okviru doktorske disertacije: 
 
• V katerih razvojnih fazah se oblikujeta apikalni in bazalni membranski labirint? 
• Ali oblikovanje apikalnega membranskega labirinta sovpada s ključnimi 
spremembami v tvorbi apikalnega zunajceličnega matriksa? 
• Kdaj se med diferenciacijo oblikujejo povezave apikalne in bazalne plazmaleme 
z zunajceličnimi matriksi in kakšna je ultrastruktura teh povezav? 
• Kakšna je ultrastrukturna organizacija medceličnih stikov v zaporednih 
razvojnih fazah? 
• Kako je v celicah organiziran citoskelet, predvsem aktinski filamenti in 
mikrotubuli? 
• Katere so ključne spremembe v ultrastrukturi in sestavi apikalnega 
zunajceličnega matriksa med razvojem? 
• Kako lahko opažene ultrastrukturne spremembe črevesnega epitela 
interpretiramo z vidika funkcionalnosti? 
 
Delo v okviru doktorske disertacije je obsegalo naslednje raziskovalne cilje: 
 
I. Opredelitev ultrastrukturnih in funkcionalnih lastnosti različnih odsekov črevesnega 
epitela odraslih živalih 
 
Ta sklop ciljev obsega opredelitev značilnosti črevesnega epitela odraslih živalih, s 
poudarkom na ultrastrukturi plazmaleme, mitohondrijev, medceličnih stikov, citoskeleta 
in zunajceličnih matriksov (bazalna lamina, kutikula) ter primerjalno analizo 
ultrastrukturnih karakteristik črevesnih celic dveh anatomsko in funkcionalno različnih 
odsekov zadnjega črevesa: anteriorne komore in papilatne regije. 
 
II. Časovni potek diferenciacije črevesnega epitela na osnovi opisa histoloških in 
ultrastrukturnih sprememb med razvojem 
 
1. Identifikacija histoloških značilnosti morfogeneze črevesnega epitela, s poudarkom 
na analizi sprememb oblike in velikosti celic ter strukturnih značilnostih oblikovanja 
dorzalne gube epitela – tiflosolisa. 
 
2. Pojasnitev ultrastrukturnih značilnosti in časovnega poteka diferenciacije apikalnega 
in bazalnega membranskega labirinta na podlagi naslednjih karakteristik: (i) 
oblikovanost membranskega labirinta, (ii) gostota invaginacij labirinta, (iii) globina 
invaginacij labirinta, (iv) prisotnost mitohondrijev v področju membranskega labirinta, 
(v) zgradba povezav plazmaleme z zunajceličnim matriksom. 
 
3. Ultrastrukturni opis medceličnih stikov med diferenciacijo na osnovi pridobljenih 
podatkov o prisotnosti različnih tipov stikov (adherentni in septirani), zgradbi 
adherentnih stikov, zgradbi in obsežnosti septiranih stikov. 
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4. Opredelitev sprememb v razporeditvi mikrotubulov med diferenciacijo črevesnih 
celic.  
 
5. Ultrastrukturna analiza in razlaga diferenciacije apikalnega in bazalnega 
zunajceličnega matriksa. 
 
III. Primerjalna analiza poteka ultrastrukturne diferenciacije črevesnih celic 
 
1. Evalvacija sovpadanja ultrastrukturnih sprememb v zgradbi zunajceličnih matriksov 
in črevesnih celic med diferenciacijo. 
 
2. Analiza dobljenih podatkov o diferenciaciji črevesnega epitela v primerjavi z znanimi 
podatki iz literature o diferenciaciji primerljivih epitelnih tkiv. 
 
3. Ultrastrukturna primerjava diferenciacije dveh ektodermalnih epitelov (epidermisa in 
črevesa), ki sintetizirata kutikulo, pri istem organizmu med razvojem (rezultati 
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2 ZNANSTVENA DELA 
 
2.1 OBJAVLJENA ZNANSTVENA DELA 
 
2.1.1 Primerjava ultrastrukture celic in kutikule v anteriorni komori in papilatni 
regiji zadnjega črevesa raka Porcellio scaber 
 
Bogataj U., Praznik M., Mrak P., Štrus J., Tušek-Žnidarič M., Žnidaršič N. 2018. 
Comparative ultrastructure of cells and cuticle in the anterior chamber and papillate 
region of Porcellio scaber (Crustacea, Isopoda) hindgut. ZooKeys, 801: 427-458 
 
V članku smo opisali in primerjali ultrastrukturne značilnosti epitelnih celic v anteriorni 
komori in papilatni regiji zadnjega črevesa raka enakonožca P. scaber. Anteriorna 
komora je sprednji del zadnjega črevesa, kjer je dorzalna stena črevesa oblikovana v 
longitudinalno gubo imenovano tiflosolis. V anteriorni komori poteka prebava in 
transport hrane ter delna absorpcija hranil. Papilatna regija je nekoliko ožji posteriorni 
del črevesa brez tiflosolisa. V papilatni regiji potekata predvsem ionski transport in 
reabsorpcija vode, kar je ključno za vzdrževanje osmotskega ravnovesja živali. 
Enoslojni črevesni epitel rakov enakonožcev je tako kot epidermis ektodermalnega 
izvora in na apikalni strani prekrit s hitinsko kutikulo. Ultrastrukturne značilnosti 
črevesnih celic kažejo na to, da so vključene v intenzivne transportne procese. Namen 
članka je bila ultrastrukturna opredelitev črevesnih celic ter kvantifikacija in primerjava 
izbranih ultrastrukturnih značilnosti epitelnih celic v anteriorni komori in papilatni 
regiji. V raziskavi smo analizirali ultrastrukturne značilnosti kutikule, apikalnega in 
bazalnega membranskega labirinta ter celičnih stikov. 
 
Pokazali smo, da se celice iz obeh regij zadnjega črevesa razlikujejo v obliki. V 
anteriorni komori imajo celice kupolasto oblikovane apikalne dele, ki so izbočeni v 
svetlino črevesa. V papilatni regiji imajo celice kupolasto oblikovane bazalne dele, ki so 
izbočeni v hemocel. Kutikulo v obeh regijah črevesa gradita elektronsko gosta 
epikutikula in elektronsko redkejša prokutikula. Med črevesnima regijama nismo 
opazili razlik v debelini celotne kutikule, očitna pa je bistvena razlika v razmerju med 
debelinama epikutikule in prokutikule. V anteriorni komori je epikutikula tanjša, 
prokutikula pa debelejša kot v papilatni regiji. V anteriorni komori je razmerje med 
debelinama epikutikule in prokutikule približno 1:5, v papilatni regiji pa med 1:3 in 1:1. 
Poleg tega so v prokutikuli anteriorne komore jasno razvidni podsloji zaradi 
helikoidalne organizacije hitinsko-proteinskih vlaken. V papilatni regiji so podsloji 
manj jasni in debelejši kot v anteriorni komori ali pa sploh niso razvidni. Opažene 
razlike v ultrastrukturi kutikule kažejo na različne mehanske lastnosti in različno 
prepustnost kutikule v omenjenih dveh črevesnih regijah. Večje število tanjših 
podslojev v prokutikuli nakazuje na večjo mehansko togost kutikule v anteriorni komori 
glede na papilatno regijo. To je v skladu z mehansko obdelavo hrane v anteriorni 
komori, ki poteka na podlagi krčenja obsežnega mišičnega omrežja okrog črevesa. 
Debelejša epikutikula v predelu papilatne regije pa bi lahko bila povezana z manjšo 
prepustnostjo kutikule v tem predelu. Opisali smo tudi ultrastrukturo povezav med 
apikalno plazmalemo črevesnih celic in kutikulo. Povezave so zgrajene iz elektronsko 
gostih plakov na apikalni plazmalemi in elektronsko gostih fibril, ki se iz plakov 
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raztezajo v prokutikulo. Povezave se v citoplazmi navezujejo na obsežne snope 
apikalno-bazalno orientiranih mikrotubulov, kar je podobno kot v tenocitih 
(specializiranih epidermalnih celicah za povezavo mišic z eksoskeletom). Na bazalni 
strani črevesnih epitelnih celic je v obeh regijah črevesa prisotna 100 do 300 nm debela 
bazalna lamina, s katero se celice povezujejo preko točkastih hemidezmosomom 
podobnih stikov. V primerjavi z bazalnimi laminami vretenčarjev, ki so tipično debeline 
med 50 in 100 nm, je bazalna lamina v črevesu P. scaber nenavadno debela, kar je 
poleg mehanskih lastnosti lahko povezano tudi s prepustnostjo. Apikalna in bazalna 
plazmalema črevesnih celic sta v obeh regijah črevesa oblikovani v invaginacije, ki 
tvorijo apikalni in bazalni membranski labirint. Tako apikalni kot bazalni labirint sta 
globlja v papilatni regiji. V črevesnih celicah anteriorne komore je apikalna plazmalema 
intenzivneje nagubana kot bazalna. Mitohondrijev je zelo veliko ob apikalnih 
invaginacijah, medtem ko so ob bazalnih relativno redki. V črevesnih celicah papilatne 
regije sta tako apikalna kot bazalna plazmalema zelo intenzivno nagubani. Številni 
mitohondriji so nameščeni tako ob apikalnih kot ob bazalnih invaginacijah. 
Intenzivnejše nagubanje apikalne plazmaleme glede na bazalno in prisotnost številnih 
mitohondrijev ob apikalnih invaginacijah v črevesnih celicah anteriorne komore kažeta 
na intenzivni transport snovi med lumnom črevesa in citoplazmo črevesnih celic, kar se 
sklada z vlogo anteriorne komore pri absorpciji hranil. Zelo intenzivno nagubanje tako 
apikalne kot bazalne plazmaleme in prisotnost številnih mitohondrijev ob bazalnih in 
apikalnih invaginacijah v črevesnih celicah papilatne regije kažeta na intenzivni 
transepitelni transport vode in ionov, kar se sklada z osmoregulacijsko funkcijo 




-ATPaze na invaginacijah apikalne 
plazmaleme zagotavlja transepitelni transport vode in ionov v papilatni regiji. Stični 
kompleks na lateralnih membranah črevesnih celic iz obeh črevesnih regij sestoji iz 
subapikalno nameščenih adherentnih stikov in obsežnih septiranih stikov, ki ležijo 
bazalno pod adherentnimi. Septirane stike gradijo dolga zaporedja elektronsko gostih 
pregrad v medceličnih prostorih med lateralnimi membranami sosednjih celic. Prečno 
prerezani septirani stiki so v papilatni regiji daljši in bolj intenzivno zaviti kot v 
anteriorni komori. Obsežni septirani stiki kažejo, da je paracelularni transport v obeh 
črevesnih regijah še posebej pa v papilatni natančno reguliran.  
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2.1.2 Tvorba kutikule zadnjega črevesa med embrionalnim razvojem raka 
Porcellio scaber 
 
Mrak P., Bogataj U., Štrus J., Žnidaršič N. 2015. Formation of the hindgut cuticular 
lining during embryonic development of Porcellio scaber (Crustacea, Isopoda). 
ZooKeys, 515: 93-109 
 
V članku smo opisali tvorbo kutikule zadnjega črevesa med embrionalnim in zgodnjim 
postembrionalnim razvojem raka enakonožca P. scaber ter jo primerjali s tvorbo drugih 
apikalnih zunajceličnih matriksov členonožcev. Pri rakih epidermis in ektodermalne 
dele prebavnega sistema prekriva hitinski zunajcelični matriks – kutikula. Sestava in 
ultrastruktura eksoskeletne kutikule rakov je dobro raziskana. Veliko podatkov je na 
voljo tudi o tvorbi eksoskeletne kutikule med razvojem rakov in žuželk. Med 
embrionalnim razvojem se na površini epidermisa običajno tvori več zaporednih 
prekutikularnih matriksov, po sestavi in strukturi bistveno različnih od hitinske 
eksoskeletne kutikule, ki se formira šele v zadnjih embrionalnih stadijih. Pri kopenskih 
rakih enakonožcih celotna prebavna cev sestoji iz kratkega sprednjega in dolgega 
zadnjega črevesa in je v celoti prekrita s kutikulo. Kutikula v želodcu tvori različne 
strukture za drobljenje in filtriranje hrane. Na svetlinski površini črevesne kutikule so 
kutikularni trni. Namen članka je bila ultrastrukturna analiza črevesne kutikule pri 
odraslih živalih ter diferenciacije v izbranih embrionalnih in postembrionalnih razvojnih 
stadijih. Dobljene rezultate smo primerjali s podatki o diferenciaciji eksoskeletne 
kutikule pri členonožcih. 
 
Prekutikularni matriks na površini črevesnega epitela poznih embrijev raka enakonožca 
P. scaber sestoji iz tanke in zelo nagubane elektronsko goste lamine na površini in 
debele plasti elektronsko redkega materiala pod njo. Površina matriksa je nepravilno 
nagubana in ne sledi apikalni površini celic. Po strukturi in debelini je ta matriks 
podoben prekutikularnemu matriksu, ki je v istih razvojnih stadijih prisoten na površini 
epidermisa. Strukturno podobni prekutikularni matriksi so poznani tudi pri drugih rakih 
in žuželkah, kar kaže, da gre za splošno značilnost diferenciacije hitinskih matriksov 
med razvojem členonožcev. Med nadaljnjim razvojem prekutikularni matriks nadomesti 
črevesna kutikula, ki sestoji iz elektronsko goste epikutikule in elektronsko redke 
prokutikule ter se natančno prilega apikalni površini črevesnih celic. Tvorba prve 
črevesne kutikule se prične pri poznem embriju v fazi S18, ko se pod prekutikularnim 
matriksom nad nizkimi izboklinami apikalne plazmaleme oblikuje tanka elektronsko 
gosta lamina, ki je na določenih mestih prisotna v obliki kratkih fragmentov. Na 
podoben način med razvojem in levitvami rakov in žuželk poteka tudi pričetek 
formiranja eksoskeletne kutikule. Pri poznem embriju v fazi S19 je na svetlinski 
površini črevesnega epitela že diferencirana tanka kutikula, ki jo gradita zelo tanka 
elektronsko gosta epikutikula in debelejša elektronsko redka prokutikula. Pri 
marzupijskih mankah se odebeli plast elektronsko gostega materiala v epikutikuli, na 
površini kutikule pa se izoblikujejo kutikularni trni. Pri poznih marzupijskih mankah 
stara črevesna kutikula odstopi od epitela, nad apikalno plazmalemo pa že poteka tvorba 
nove kutikule. Črevesna kutikula marzupijskih mank in odraslih živali se ultrastrukturno 
bistveno razlikuje od eksoskeletne kutikule. Pri odraslih živalih je eksoskeletna kutikula 
bistveno debelejša od črevesne kutikule. Poleg tega je prokutikula eksoskeleta jasno 
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razdeljena na eksokutikulo in endokutikulo in ima jasno razvidne podsloje zaradi 
helikoidalne ureditve hitinsko-proteinskih vlaken. Prokutikula v črevesu ne izkazuje 
razdelitve na eksokutikulo in endokutikulo, podsloji pa so razvidni le v anteriorni 
komori. Značilno je tudi, da je elektronsko gost notranji sloj epikutikule debelejši v 
papilatni regiji črevesa, medtem ko je elektronsko redka prokutikula v tej regiji črevesa 
tanjša. Eksoskeletna kutikula marzupijskih mank ima že večino ultrastrukturnih 
karakteristik eksoskeletne kutikule odraslih živalih. To ne velja za črevesno kutikulo, ki 
ima pri marzupijskih mankah še vedno bistveno tanjšo epikutikulo kot pri odraslih. 
Poleg tega še ni razvidnih podslojev v prokutikuli anteriorne komore in različnega 
razmerja med debelinama epikutikule in prokutikule v anteriorni komori in papilatni 
regiji. Črevesna kutikula marzupijskih mank tako še ni dokončno diferencirana in 
verjetno ne opravlja vseh funkcij, saj se marzupijske manke še vedno razvijajo v 
relativno stabilnem vodnem okolju valilnika. 
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2.1.3 Ultrastrukturna diferenciacija plazmaleme in celičnih stikov v celicah 
zadnjega črevesa raka Porcellio scaber sovpada s ključnimi spremembami 
med razvojem  
 
Bogataj U., Mrak P., Štrus J., Žnidaršič N. 2019. Ultrastructural differentiation of 
plasma membrane and cell junctions in the hindgut cells is synchronized with key 
developmental transitions in Porcellio scaber. Arthropod Structure and Development, 
50: 78-93 
 
V članku smo opisali ultrastrukturno diferenciacijo črevesnih epitelnih celic med 
embrionalnim in postembrionalnim razvojem raka enakonožca P. scaber. Med 
diferenciacijo epitelnih celic se najprej vzpostavi njihova apikalno-bazalna polarnost. 
Temu sledijo nadaljnji procesi diferenciacije med katerimi se specifično spremeni 
oblika celic, nagubanost apikalne in bazalne plazmaleme ter organizacija celičnih 
stikov. Vse te strukturne spremembe epitelnih celic na koncu prispevajo k njihovim 
specifičnim funkcionalnim značilnostim. Namen članka je bila analiza ultrastrukturnih 
karakteristik, ki so ključne za transportno in pregradno funkcijo črevesnega epitela, pri 
izbranih razvojnih stadijih. V raziskavi smo se osredotočili na naslednje ultrastrukturne 
značilnosti: i) oblikovanost apikalne in bazalne plazmaleme, ii) povezave apikalne 
plazmaleme s kutikulo, iii) hemidezmosomom podobne stike med bazalno plazmalemo 
in bazalno lamino, iv) adherentne in septirane medcelične stike. Spremembe v 
navedenih ultrastrukturnih značilnostih črevesnih celic smo interpretirali z vidika 
njihove funkcionalnosti ob glavnih razvojnih dogodkih med embrionalnim in 
postembrionalnim razvojem. 
 
Pokazali smo, da se med poznim embrionalnim in zgodnjim postembrionalnim 
razvojem izrazito spremeni oblika črevesnih epitelnih celic. V poznih embrionalnih 
stadijih so celice prizmatske s celičnimi jedri podaljšanimi v apikalno-bazalni smeri. Pri 
postembrionalnih stadijih so celice izodiametrične z ovalnimi jedri. V anteriorni komori 
se apikalni deli celic kupolasto izbočijo v svetlino črevesa, v papilatni regiji pa se 
bazalni deli kupolasto izbočijo v hemocel. Apikalna plazmalema črevesnih celic v 
poznih embrionalnih stadijih še ni nagubana in je oblikovana v nizke izbokline z 
elektronsko gostimi konicami. Prvo nagubanje apikalne plazmaleme v apikalni labirint 
se pojavi pri zgodnjih marzupijskih mankah. Invaginacije apikalne plazmaleme so 
najprej neenakomerno razporejene in obdajajo razširjene apikalne zunajcelične prostore. 
Pri poznih marzupijskih mankah, ki so v fazi levitve, je prisotna specifična oblikovanost 
apikalne plazmaleme v nizke izbokline z elektronsko gostimi konicami. Po sprostitvi iz 
valilnika se pri postmarzupijskih mankah invaginacije apikalnega labirinta močno 
poglobijo in so enakomerno razporejene kot pri odraslih živalih. Pojavijo se tudi razlike 
med obema regijama črevesa. V anteriorni komori so apikalne invaginacije ravne in 
plitvejše, v papilatni regiji pa vijugaste in globlje. Povezave med apikalno plazmalemo 
in kutikulo se vzpostavijo pri zgodnjih marzupijskih mankah skupaj z diferenciacijo 
prve kutikule. Bazalna plazmalema v poznih embrionalnih stadijih ni nagubana. Prve 
redke bazalne invaginacije se pojavijo v anteriorni komori zgodnjih in srednjih 
marzupijskih mank in so pri poznih marzupijskih mankah že prisotne v obeh črevesnih 
regijah. Pri postmarzupijskih mankah postanejo bazalne invaginacije gostejše in tvorijo 
bazalni labirint, ki se razlikuje med obema regijama črevesa. V anteriorni komori so 
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bazalne invaginacije redkejše, v papilatni regiji pa gostejše. Ob bazalnih invaginacijah v 
papilatni regiji so številnejši tudi mitohondriji. Hemidezmosomom podobni stiki med 
bazalno plazmalemo in bazalno lamino so bili prisotni pri vseh analiziranih razvojnih 
stadijih in se pri mankah skoncentrirajo v perifernih predelih celic. Lateralne 
plazmaleme črevesnih epitelnih celic so v poznih embrionalnih stadijih relativno ravne, 
pri mankah pa postanejo izrazito prstasto vgreznjene med sosednjimi celicami. 
Adherentni stiki so bili prisotni na lateralnih membranah vseh analiziranih razvojnih 
stadijev in se ultrastrukturno niso spreminjali. Septirani stiki so bili prisotni na lateralnih 
membranah vseh analiziranih stadijev, med postembrionalnim razvojem pa se zelo 
poveča njihov obseg. Pri poznih embrijih so zaporedja elektronsko gostih pregrad v 
medceličnih prostorih relativno kratka in ravna. Pri zgodnjih in srednjih marzupijskih 
mankah se zaporedja pregrad podaljšajo in postanejo zavita, kar je še bolj izrazito pri 
postmarzupijskih mankah, kjer so zaporedja pregrad podobno kot pri odraslih daljša in 
bolj zavita v papilatni regiji. Specifična situacija je prisotna pri poznih marzupijskih 
mankah v fazi levitve, pri katerih so zaporedja pregrad zelo kratka in ravna. 
 
Postopno formiranje apikalnega labirinta v celicah zadnjega črevesa raka P. scaber 
nekoliko prehiteva tvorbo bazalnega labirinta in kaže določene podobnosti z 
oblikovanjem mikrovilov v celicah srednjega črevesa žuželk. Podatki iz literature 
kažejo, da načeloma tudi mikrovili med razvojem postopno postajajo vse daljši, 
številnejši in enakomerno razporejeni, njihovo nastajanje pa poteka pred oblikovanjem 
bazalnega labirinta. Dobljeni rezultati kažejo, da se adherentni stiki med celicami 
zadnjega črevesa raka P. scaber dokončno izoblikujejo že pred stadijem poznega 
embrija S16. To se sklada z znanimi podatki o nastajanju adherentnih stikov pri vinski 
mušici, kjer se adherentni stiki tvorijo že med celularizacijo blastoderma, dokončno pa 
se oblikujejo med gastrulacijo. Tudi septirani stiki se pri raku P. scaber vzpostavijo že 
pred stadijem poznega embrija S16, vendar pa se med pozno embriogenezo in zgodnjim 
postembrionalnim razvojem močno poveča njihov obseg s postopnim dodajanjem 
pregrad v medceličnem prostoru. Postopno dodajanje novih pregrad v septiranih stikih 
med pozno embriogenezo vse do izvalitve je poznano tudi pri vinski mušici. V 
razvojnih stadijih pri katerih poteka formiranje apikalnega zunajceličnega matriksa 
(pozni embrij S16, pozni embrij S18, pozne marzupijske manke) smo opazili, da je 
apikalna plazmalema oblikovana v nizke izbokline z elektronsko gostimi konicami. Iz 
raziskav na vinski mušici (Moussian, 2013) je znano, da je takšna topologija potrebna 
za ustrezno nastajanje apikalnih hitinskih matriksov. Pri poznih marzupijskih mankah se 
močno zmanjša tudi obseg septiranih stikov, kar je lahko neposredno povezano s 
nastajanjem kutikule ali pa je posledica prekinitve prehranjevanja v tem obdobju. 
Oblikovanje apikalnega labirinta in podaljševanje septiranih stikov sovpadata z 
izleganjem embrijev iz vitelinske membrane in sprostitvijo mank iz valilnika v zunanje 
okolje. Na ta način se ob začetku prehranjevanja marzupijskih mank, ko se te izvalijo iz 
vitelinske membrane, poveča apikalna površina črevesnih celic za absorpcijo prebavnih 
produktov iz svetline črevesa in vzpostavi učinkovita difuzijska pregrada med svetlino 
črevesa in hemocelom. Nadaljnja diferenciacija apikalnega labirinta po sprostitvi mank 
iz valilnika je lahko povezana s prehodom na vire hrane, ki so dostopni v zunanjem 
okolju. Formiranje bazalnega labirinta in nadaljnje podaljševanje septiranih stikov v 
papilatni regiji sovpada s sprostitvijo mank iz valilnika in je najverjetneje povezano s 
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povečanimi osmoregulacijskimi zahtevami, ki so jim manke izpostavljene ob prehodu v 
zunanje okolje. 
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2.2 OSTALO POVEZOVALNO ZNANSTVENO DELO 
 




V anteriorni komori črevesa kopenskih rakov enakonožcev je epitel dorzalne stene 
črevesa oblikovan v vzdolžno gubo imenovano tiflosolis, ki je izbočena v svetlino 
črevesa (Hassall in Jennings, 1975; Hames in Hopkin, 1989; Štrus in sod., 1995). 
Lateralno na vsaki strani tiflosolisa vzporedno z vzdolžno osjo črevesa potekata dva 
tiflosolna kanala, ki omogočata vračanje tekočih prebavnih produktov nazaj v želodec 
(Hames in Hopkin, 1989). Pri različnih gubanjih epitelov med morfogenezo je običajno 
eden ključnih procesov zožitev epitelnih celic v apikalnih delih in razširitev v bazalnih 
delih s čimer se epitel na mestu gubanja ugrezne v bazalni smeri. Za to so pomembni 
predvsem krčljivost aktinsko-miozinskega citoskeleta, reorganizacija celičnih stikov in 
modifikacije bazalne lamine (Schöck in Perrimon, 2002; Ingber, 2006; Lecuit in Lenne, 
2007). Med razvojem prebavnega sistema pri raku P. scaber se oblikovanje tiflosolisa 
prične med pozno embriogenezo (Štrus in sod., 2008; Milatovič in sod., 2010). Z 
analizo poltankih rezin embrijev, mank in čreves odraslih živali s svetlobno 
mikroskopijo smo podrobneje preučili potek oblikovanja tiflosolisa med razvojem. 
 
2.2.1.2 Material in metode 
 
Za analizo smo uporabili vzorce poznih embrijev v fazah S16 in S18, zgodnjih in 
poznih marzupijskih mank, postmarzupijskih mank 3 dni in 1 teden po sprostitvi iz 
valilnika in čreves odraslih živali, ki so bili pripravljeni kot je navedeno v člankih 
Bogataj in sod. (2018) ter Bogataj in sod. (2019). Z ultramikrotomom Reichert Ultracut 
S (Leica) smo pripravili poltanke rezine debeline 0.5 µm. Poltanke rezine na objektnih 
stekelcih smo barvali z barvilom Azur II – metilen modro (Richardson). Preparate smo 
slikali z mikroskopoma Axioskop Opton (Zeiss) in AxioImager Z.1 (Zeiss). Mikroskop 
Axioskop Opton je opremljen s kamero DFC290HD (Leica) in programom za zajem 
slike LAS V4.0 (Leica). Mikroskop AxioImager Z.1 je opremljen s kamero HRc 
Axiocam (Zeiss) in programsko opremo Axiovision (Zeiss). 
 
2.2.1.3 Rezultati in diskusija 
 
Na prečnih prerezih anteriornega dela črevesa poznih embrijev v fazi S16 so običajno 
vidne štiri dorzalne celice, ki so izodiametrične (Slika 1A). Te celice se po obliki 
razlikujejo od večinoma prizmatskih celic črevesnega epitela v tej razvojni fazi. Med 
dorzalnimi celicami so običajno vidni tudi razširjeni medcelični prostori, o čemer 
poročajo že Štrus in sod. (2008). Te značilnosti kažejo, da v tej fazi dorzalne celice 
intenzivno spreminjajo obliko in se prerazporejajo, kar bi lahko bilo povezano s 
pričetkom oblikovanja tiflosolisa. Pri poznih embrijih v fazi S18 sta na prečnih prerezih 
anteriornega dela črevesa vidni dve povečani in v svetlino izbočeni celici (Slika 1B). To 
kaže, da se na začetku oblikovanja tiflosolisa ozek pas dorzalnih celic vzdolž črevesa 
izboči v svetlino in tvori zasnovo za tiflosolis. 
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Slika 1: Oblikovanje tiflosolisa med razvojem v marzupiju. (A) Na prečnem prerezu anteriornega dela 
črevesa poznega embrija v fazi S16 so vidne štiri izodiametrične dorzalne celice (puščice) med katerimi 
so razširjeni medcelični prostori. (B) Na prečnem prerezu anteriornega dela črevesa poznega embrija v 
fazi S18 sta dve dorzalni celici (puščica) povečani in tvorita zasnovo za tiflosolis. (C, D) V anteriorni 
komori zgodnjih (C) in poznih (D) marzupijskih mank je dorzalni epitel že oblikovan v gubo tiflosolisa 
(T) in dva tiflosolna kanala (TK). 
 
Figure 1: Typhlosole formation during the intramarsupial development. (A) Four dorsal isodiametric cells 
(arrows) separated by distended intercellular spaces are visible on the cross-section of the anterior hindgut 
in late-stage embryo S16. (B) Two dorsal cells (arrow) on the cross-section of the anterior hindgut in late-
stage embryo S18 are enlarged and form the typhlosole primordium. (C, D) Dorsal epithelium in the 
anterior chamber of early-stage (C) and late-stage (D) marsupial mancae is already shaped into typhlosole 
(T) and two typhlosole channels (TK). 
 
Pri marzupijskih mankah so dorzalne celice razširjene v lateralni smeri in že tvorijo v 
svetlino izbočeno gubo tiflosolisa in dva tiflosolna kanala, ki potekata vzporedno na 
vsaki strani tiflosolisa vzdolž črevesa (Sliki 1C in 1D). 
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Slika 2: Tiflosolis pri postmarzupijskih mankah in odraslih živalih. (A, B) Pri postmarzupijskih mankah 
je tiflosolis (T) v sprednjem delu anteriorne komore (A) že drugače oblikovan kot v zadnjem delu 
anteriorne komore (B). (C, D) Pri odraslih živalih je tiflosolis v sprednjem delu anterione komore (C) 
bistveno ožji kot v zadnjem delu anteriorne komore (D). TK – tiflosolna kanala. 
 
Figure 2: Typhlosole in postmarsupial mancae and adult animals. (A, B) In postmarsupial mancae the 
typhlosole (T) in the front section of the anterior chamber (A) already exhibit a different shape that in the 
posterior section of the anterior chamber (B). (C, D) In adult animals the typhlosole in the front section of 
the anterior chamber (C) is considerably narrower than in the posterior section of the anterior chamber 
(D). TK – typhlosole channels. 
 
Pri postmarzupijskih mankah postane tiflosolis v zadnjem delu anteriorne komore 
nekoliko bolj razširjen in sploščen v primerjavi s tiflosolisom v sprednjem delu (Sliki 
2A in 2B). Oblikovanost tiflosolisa pri postmarzupijskih mankah je tako že podobna kot 
pri odraslih živalih, pri katerih je tiflosolis v zadnjem delu anteriorne komore sploščen 
in močno razširjen (Sliki 2C in 2D). V primerjavi z apikalno zožitvijo, ki običajno 
spremlja različna gubanja epitelov med morfogenezo, so v oblikovanje tiflosolisa v 
črevesu raka P. scaber vključene še kompleksnejše spremembe velikosti in oblike 
specifičnih celic v črevesnem epitelu. 
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Apikalno površino ektodermalnih epitelov telesne površine in prebavila členonožcev 
prekriva kutikula. Prevladujoča organska sestavina kutikule je polisaharid hitin, ki je 
sestavljen iz podenot N-acetilglukozamina povezanih preko β-1,4 glikozidnih vezi 
(Neville, 1975). Med embrionalnim razvojem členonožcev se na apikalni površini 
epidermisa tvori več različnih prekutikularnih matriksov, za katere v splošnem ni 
podrobnih podatkov o sestavi. Označevanje prekutikularnih matriksov epidermisa z 
lektinom WGA pri vinski mušici in raku P. scaber ni pokazalo izrazite vsebnosti hitina 
v teh matriksih. Večja vsebnost hitina je značilna šele za kutikulo, ki se tvori med pozno 
embriogenezo (Moussian in sod., 2006; Mrak, 2014). Kakšne so spremembe organske 
sestave črevesne kutikule med razvojem rakov in drugih členonožcev ni poznano. V 
dosedanji literaturi ni podatkov o lokalizaciji hitina v črevesni kutikuli rakov 
enakonožcev. Za nadgradnjo podatkov o ultrastrukturi črevesne kutikule odraslih živali 
P. scaber in razvojnih stadijev, ki so bili objavljeni v člankih Mrak in sod. (2015) in 
Bogataj in sod. (2018) smo izvedli lokalizacijo hitina na ravni fluorescenčne in 
elektronske mikroskopije. S fluorescenčno označenim ligandom, ki se specifično veže 
na hitin, smo najprej na vzorcih čreves odraslih živali na ravni fluorescenčne 
mikroskopije lokalizirali hitin v črevesni kutikuli. V nadaljevanju smo z označevanjem 
z lektinom WGA konjugiranim z zlatimi nanodelci analizirali razporeditev oligomerov 
in polimerov N-acetilglukozamina v črevesni kutikuli embrijev, mank in odraslih živali 
na ravni ultrastrukture. 
 
2.2.2.2 Material in metode 
 
Na ravni fluorescenčne mikroskopije smo hitin lokalizirali s hitin-specifičnim ligandom 
konjugiranim s fluoresceinom (P5211S, New England BioLabs). Specifični ligand je 
fuzijski protein, ki vsebuje hitin-vezavno domeno (angl. CBD – chitin biding domain) iz 
hitinaze A1 bakterije Bacillus circulans. Za detekcijo je protein konjugiran s fluorescein 
izotiocianatom (FITC). Lokalizacijo smo izvedli na rezinah črevesa odrasle živali, ki je 
bilo fiksirano in vklopljeno v smolo Agar 100 za analizo ultrastrukture črevesnih celic, 
kot je opisano v članku Bogataj in sod. (2018). Na ultramikrotomu Reichert Ultracut S 
(Leica) smo pripravili poltanke rezine debeline 0.5 µm. Pred označevanjem smo iz rezin 
odstranili smolo, tako da smo rezine na objektnih stekelcih 5 min inkubirali v 3 % 
NaOH v absolutnem etanolu. Po odstranjevanju smole smo rezine 5 min spirali v 0.1 M 
pufru HEPES. Sledila je inkubacija s fluorescenčnim ligandom čez noč. Ligand smo 
redčili 1:500 v 0.1 M pufru HEPES. Po inkubaciji smo rezine trikrat po 7 min spirali v 
0.1 M pufru HEPES in pokrili s krovnim medijem FluoroShield z barvilom DAPI 
(F6057, Sigma-Aldrich). Kontrolne rezine smo inkubirali v 0.1 M v pufru HEPES 
namesto fluorescenčnega liganda, sicer je bil postopek priprave enak. Preparate smo 
slikali s svetlobnim mikroskopom AxioImager Z.1 (Zeiss). Mikrografije smo posneli s 
kamero HRc Axiocam in programsko opremo Axiovision (Zeiss). Na izbranih področjih 
smo posneli sliko epitela s tehniko DIC (diferencialni interferenčni kontrast) in sliko 
fluorescenčno označenega hitina z uporabo seta filtrov (Filter set 09 – 488009, Zeiss), ki 
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vsebuje vzbujevalni filter BP 450-490, dikroično zrcalo FT 510 in zaporni filter LP 515. 
Tako posnete mikrografije smo v enotne slike sestavili v programu Fiji/ImageJ. 
 
Na ravni presevne elektronske mikroskopije smo hitin označevali z lektinom WGA 
konjugiranim z nanodelci zlata velikosti 10 nm (GP-2101-10, EY Laboratories, Inc.). 
Lektin WGA se z visoko afiniteto veže na N-acetilglukozamin ter njegove oligomere in 
polimere vključno s hitinom (Allen in sod., 1973; Peters in Latka, 1986). Poleg tega se 
lektin WGA veže tudi na različne glikokonjugate, ki vsebujejo N-acetilglukozamin in 
N-acetilneuraminično kislino (Monsigny in sod., 1980; Gallagher in sod., 1985). Hitin 
smo z lektinom WGA lokalizirali na enem vzorcu črevesa poznega embrija v fazi S18, 
vzorcu zgodnje marzupijske manke, vzorcu postmarzupijske manke en teden po 
sprostitvi iz valilnika in dveh vzorcih čreves izoliranih iz odraslih živali. Za 
označevanje smo izolirana črevesa odraslih živali ter intaktne embrije in manke 3 ure 
fiksirali v 0.25 % glutaraldehidu in 2 % formaldehidu v 0.1 M pufru HEPES. Fiksaciji 
je sledila dehidracija v naraščajoči alkoholni vrsti od 30 % do 100 % etanola. 
Dehidrirane vzorce smo vklopili v smolo LR-White (London Resin Company Ltd). 
Polimerizacijo smole smo izvedli v želatinskih kapsulah v termostatirani komori pri 60 
°C. Na ultramikrotomu Reichert Ultracut S (Leica) smo pripravili ultratanke rezine 
debeline 70 nm in jih prenesli na bakrene mrežice. Na pripravljenih rezinah smo najprej 
blokirali nespecifična vezavna mesta z 1 % govejim serumskim albuminom (angl. 
bovine serum albumin, BSA) v 0.1 M pufru HEPES (5 min). Po blokadi smo rezine 1 
uro inkubirali z lektinom WGA. Po inkubaciji smo rezine spirali v 0.1 M pufru HEPES 
(3 x 20 s in 7 x 2 min). Po spiranju smo označene rezine fiksirali z 1.25 % 
glutaraldehidom v 0.1 M pufru HEPES. Temu je sledilo spiranje v 0.1 M pufru HEPES 
(3 x 5 min) in ultračisti vodi Mili-Q (6 x 1 min). Preparate smo slikali s presevnim 
elektronskim mikroskopom Philips CM100, opremljenim s kamerama Orius SC200 in 
Bioscan 792 (Gatan) ter s programsko opremo Digital Micrograph (Gatan). 
 
2.2.2.3 Rezultati in diskusija 
 
Lokalizacija hitina s fluorescenčnim ligandom, ki se specifično veže na hitin, je 
nedvoumno pokazala prisotnost hitina v tanki črevesni kutikuli odraslih živali (Slika 3). 
Lokalizacija hitina z lektinom WGA na ravni ultrastrukture je pokazala, da je hitin v 
črevesni kutikuli odraslih živali prisoten v prokutikuli, ne pa v epikutikuli. To kaže, da 
notranji elektronsko redek sloj, ki ga nekateri avtorji imenujejo endokutikula (Palackal 
in sod., 1984), predstavlja celotno prokutikulo v črevesu. Takšna razporeditev hitina v 
kutikuli je značilna za obe regiji zadnjega črevesa (Sliki 4A in 4B). Ultratanke rezine za 
označevanje z WGA lektinom smo pripravili iz neosmiranih vzorcev in jih nismo 
kontrastirali s solmi težkih kovin, zato je epikutikula na teh rezinah elektronsko redka 
(Slike 4A, 4B in 5D). 
 
V fazi poznega embrija S18 v črevesni kutikuli ni vezave lektina WGA. To kaže, da v 
tem obdobju v tanki prvi črevesni kutikuli še ni izrazite vsebnosti hitina ali pa vezavna 
mesta niso dostopna (Slika 5A). V fazi zgodnje marzupijske manke je v črevesni 
kutikuli vidna vezava lektina WGA (Sliki 5B in 5C). To kaže, da hitin v tej razvojni fazi 
že predstavlja eno izmed pomembnih sestavin kutikule. Pri postmarzupijskih mankah en 
teden po sprostitvi iz valilnika je vezava lektina WGA razvidna predvsem v tankem 
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elektronsko gostejšem sloju prokutikule. V zunanji elektronsko redki epikutikuli vezave 
lektina praktično ni (Slika 5D). To kaže, da je hitin v črevesni kutikuli postmarzupijskih 
mank prisoten le v prokutikuli, kar je podobna razporeditev, kot jo je pokazalo 
označevanje z lektinom WGA pri odraslih živalih. V primeru epidermisa podobno kot v 
črevesu pride do izrazite vezave lektina WGA v kutikuli med njeno diferenciacijo pri 
marzupijskih mankah. Vendar pa je opazna vezava lektina WGA tudi v tanki prvi 
kutikuli in prekutikularnem matriksu, ki prekrivata epidermis v fazi poznega embrija 
S18 (Mrak in sod., 2014), česar v primeru črevesne kutikule nismo opazili. Lokalizacija 
hitina v prekutikularnih matriksih črevesnega epitela zgodnejših razvojnih faz ostaja 
odprto vprašanje. 
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Slika 3: Lokalizacija hitina s fluorescenčnim ligandom v črevesu odrasle živali. Hitin je prisoten v tanki 
kutikuli (K) na apikalni površini črevesnih epitelnih celic (EC). AL – apikalni labirint, J – celično jedro, 
M – mišice. 
 
Figure 3: Localization of chitin with fluorescenly labelled probe in the hindgut of adult animal. Hitin is 
present in the thin cuticle (K) lining the apical surface of hindgut epithelial cells (EC). AL – apical 




Slika 4: Lokalizacija hitina z lektinom WGA v črevesni kutikuli odrasle živali. Tako v anteriorni komori 
(A) kot v papilatni regiji (B) je razvidna vezava lektina WGA konjugiranega z 10 nm delci zlata v 
prokutikuli (PRO). V epikutikuli (EPI) ni vezave lektina. 
 
Figure 4: Localization of chitin with lectin WGA in the hindgut cuticle of adult animal. Both in the 
anterior chamber (A) and in the papillate region (B) the binding of lectin WGA conjugated with 10 nm 
gold particles is apparent in the procuticle (PRO) but  not in the epicuticle (EPI). 
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Slika 5: Lokalizacija hitina z lektinom WGA v črevesni kutikuli embrijev in mank. (A) V tanki prvi 
kutikuli (NK) pri poznem embriju v fazi S18 ni vidne vezave lektina WGA. PM – prekutikularni matriks. 
(B, C) V črevesni kutikuli (K) pri zgodnji marzupijski manki je že vidna vezava lektina. AL – apikalni 
labirint. (D) V črevesni kutikuli pri postmarzupijski manki je vidna vezava lektina predvsem v tanki 
prokutikuli (PRO), medtem ko v epikutikuli (EPI) vezave ni. 
 
Figure 5: Localization of chitin with lectin WGA in the hindgut cuticle of embryos and mancae. (A) 
Binding of lectin WGA is absent in the thin first cuticle (NK) of late-stage embryo S18. PM – 
precuticular matrix. (B, C) In the hindgut cuticle (K) of early-stage marsupial manca the binding of lectin 
is already discernible. AL – apical labyrinth. (D) In the hindgut cuticle of postmarsupial manca lectin 
binds primarily in the thin procuticle (PRO) while the binding is absent in the epicuticle (EPI). 
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Med diferenciacijo epitelnih celic se mikrotubuli običajno reorganizirajo iz radialne 
centrosomske ureditve, značilne za nepolarizirane celice, v apikalno-bazalno 
polarizirano ureditev (Bre in sod., 1987; Bacallao in sod., 1989; Mimori-Kiyosue, 
2011). Takšna ureditev mikrotubulov je v epitelnih celicah pomembna predvsem za 
vzdrževanje njihov polarizirane organizacije in usmerjen transport na apikalno 
plazmalemo (Mays in sod, 1994; Musch, 2004; Bartolini in Gundersen, 2006). 
Mikrotubuli med diferenciacijo epitelnih celic pogosto postanejo tudi stabilnejši in se 
povezujejo v snope, kar ima vlogo pri vzdrževanju oblike epitelnih celic in morfogenezi 
(Gelfand in Bershadsky, 1991; Bartolini in Gundersen, 2006). Za nadgradnjo podatkov 
o ultrastrukturi črevesnih celic pri odraslih živalih in v razvojnih stadijih, ki so bili 
objavljeni v člankih Bogataj in sod. (2018) in Bogataj in sod. (2019), smo s kombinacijo 
imunofluorescenčnega označevanja in vizualizacije s presevno elektronsko 
mikroskopijo analizirali ureditev mikrotubulov v celicah zadnjega črevesa odraslih 
živali in spremembe njihove organizacije v izbranih razvojnih stadijih. Za odrasle rake 
enakonožce je znano, da epitelne celice zadnjega črevesa vsebujejo obsežne snope 
mikrotubulov (Witkus in sod., 1969). Te rezultate smo nadgradili s podatki o tem kako 
so snopi mikrotubulov v epitelnih celicah razporejeni, kakšna je njihova razporeditev na 
ravni tkiva in kako se razlikuje v različnih odsekih črevesa. Natančen opis razporeditve 
mikrotubulov v epitelnih celicah odraslih živali je omogočil razumevanje njihove 
reorganizacije med razvojem. 
 
2.2.3.2 Material in metode 
 
Za analizo smo uporabili vzorce črevesa odraslih živali in razvojnih stadijev iz 
laboratorijske kulture. Imunofluorescenčno označevanje smo izvedli na vzorcih treh 
odraslih živali, dveh poznih embrijev S18, dveh zgodnjih marzupijskih mank, dveh 
poznih marzupijskih mank in dveh postmarzupijskih mank 1 teden po sprostitvi iz 
valilnika. Na ravni ultrastrukture smo analizirali vzorce treh odraslih živali, treh poznih 
embrijev S16, treh poznih embrijev S18, treh zgodnjih marzupijskih mank, treh poznih 
marzupijskih mank, treh postmarzupijskih mank 3 dni po sprostitvi iz valilnika in treh 
postmarzupijskih mank 2 tedna po sprostitvi iz valilnika. 
 
Za imunofluorescenčno označevanje smo izolirana črevesa odraslih živali ter intaktne 
embrije in manke 3 ure fiksirali v 0.25 % glutaraldehidu in 2 % formaldehidu v 0.1 M 
pufru HEPES ali v 4 % formaldehidu v 0.1 M pufru HEPES. Fiksaciji je sledila 
dehidracija v naraščajoči alkoholni vrsti od 30 % do 100 % etanola. Dehidrirane vzorce 
smo impregnirali s smolo LR-White (London Resin Company Ltd). Polimerizacijo 
smole smo izvedli v želatinskih kapsulah v termostatirani komori pri 60 °C. Na 
ultramikrotomu Reichert Ultracut S (Leica) smo pripravili poltanke rezine debeline 0.5 
µm. Pred imunooznačevanjem smo stekelca s poltankimi rezinami najprej 5 min spirali 
v pufru PBS. Sledila je blokada nespecifičnih vezavnih mest z 1 % govejim serumskim 
albuminom (angl. bovine serum albumin, BSA) v pufru PBS (45 min). Po blokadi smo 
poltanke rezine čez noč inkubirali s primarnimi mišjimi protitelesi proti α-tubulinu 
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(T9026, Sigma-Aldrich) v hladilniku pri 4 °C. Primarna protitelesa smo redčili 1:500, 
1:1000 in 1:2000 v 1 % BSA v pufru PBS. Po inkubaciji s primarnimi protitelesi smo 
rezine trikrat po 15 min spirali s pufrom PBS. Sledila je inkubacija s sekundarnimi 
kozjimi protitelesi proti mišjim IgG, ki so bila konjugirana s fluorokromom AlexaFluor 
488 (A-11001, ThermoFisher Scientific). Po inkubaciji s sekundarnimi protitelesi smo 
rezine trikrat po 10 min spirali s pufrom PBS in pokrili s krovnim medijem 
FluoroShield z barvilom DAPI (F6057, Sigma-Aldrich). Kontrolne rezine smo 
inkubirali v 1 % BSA v pufru PBS namesto primarnih protiteles, sicer je bil postopek 
priprave enak. Preparate smo slikali s fluorescenčnim mikroskopom AxioImager Z.1 
(Zeiss). Mikrografije smo posneli s kamero HRc Axiocam in programsko opremo 
Axiovision (Zeiss). Na izbranih področjih smo vedno zajeli sliko fluorescenčno 
označenih jeder in sliko fluorescenčno označenih mikrotubulov. Za slikanje celičnih 
jeder označenih z barvilom DAPI smo uporabili set filtrov (Filter Set 01 – 488001, 
Zeiss), ki vsebuje vzbujevalni filter BP 365/12, dikroično zrcalo FT 395 in zaporni filter 
LP 397. Za slikanje mikrotubulov označenih z barvilom AlexaFluor 488 smo uporabili 
set filtrov (Filter set 09 – 488009, Zeiss), ki vsebuje vzbujevalni filter BP 450-490, 
dikroično zrcalo FT 510 in zaporni filter LP 515.  Tako posnete mikrografije smo v 
enotne slike sestavili v programu Fiji/ImageJ. 
 
Vzorce za ultrastrukturne analize razporeditve mikrobulov s presevno elektronsko 
mikroskopijo smo  pripravili, kot je opisano v člankih Bogataj in sod. (2018) in Bogataj 
in sod. (2019). Za presevno elektronsko mikroskopijo smo na ultramikrotomu pripravili 
ultratanke rezine debeline 70 nm. Rezine smo kontrastirali z 1 % uranil acetatom in 0.5 
% svinčevim citratom ter jih slikali s presevnim elektronskim mikroskopom Philips 
CM100, opremljenim s kamerama Orius SC200 in Bioscan 792 (Gatan) ter s 
programsko opremo Digital Micrograph (Gatan). 
 
2.2.3.3 Rezultati in diskusija 
 
2.2.1.3.1 Razporeditev mikrotubulov v črevesnih celicah odraslih živali 
 
Z imunooznačevanjem poltankih rezin čreves odraslih živali smo ugotovili, da vse 
črevesne celice v splošnem vsebujejo apikalno-bazalno orientirane mikrotubule. 
Podrobna razporeditev in oblika snopov pa se razlikuje med črevesnimi celicami v 
različnih anatomskih predelih črevesa (Slike 1, 2 in 3). 
 
Ugotovili smo razlike v razporeditvi mikrotubulov med celicami specifičnih delov 
epitela v anteriorni komori črevesa (Slika 1A). V celicah tiflosolisa so prisotni dolgi 
snopi mikrotubulov, ki se raztezajo skozi citoplazmo med apikalnimi in bazalnimi deli 
teh celic (Slika 1B). V celicah tiflosolnih kanalov so kratki konični snopi mikrotubulov 
skoncentrirani subapikalno (Slika 1C). V celicah, ki gradijo lateralno in ventralno 
črevesno steno so razvidni transcelularni snopi mikrotubulov, ki so skoncentrirani v 
lateralnih predelih teh celic (Slika 1D). 
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Slika 6: Razporeditev mikrotubulov v celicah anteriorne komore črevesa pri odraslih živalih 
(imunofluorescenčno označevanje α-tubulina). (A) Prečni prerez črevesa v anteriorni komori. Razvidno 
je, da se razporeditev mikrotubulov v dorzalnih celicah, ki gradijo tiflosolis (T) in tiflosolna kanala (TK) 
razlikuje od razporeditve v ventralnih (VC) in lateralnih celicah (LC). V svetlini črevesa so ostanki hrane, 
ki avtofluorescirajo. Oranžni okvirčki označujejo področja, ki so pri večjih povečavah prikazana na slikah 
B,C in D. (B) V celicah tiflosolisa (T) se snopi mikrotubulov (puščice) raztezajo med apikalnim in 
bazalnim delom. (C) V celicah tiflosolnih kanalov (TK) so snopi mikrotubulov (puščice) skoncentrirani 
subapikalno. (D) V lateralnih in ventralnih celicah se snopi mikrotubulov (puščice) raztezajo med 
apikalnimi in bazalnimi deli in so skoncentrirani v lateralnih predelih celic. Tanke bele črtkane linije na 
slikah prikazujejo obris epitela ali celic. 
 
Figure 6: Arrangement of microtubules in hindgut cells in the anterior chamber of adult animals 
(immunofluorescent labelling of α-tubulin). (A) Cross-section of the hindgut in the anterior chamber. The 
arrangement of microtubules in cells of typhlosole (T) and typhlosole channels (TK) is different than the 
arrangement in ventral (VC) and lateral cells (LC). Hindgut lumen contains food particles that 
autofluoresce. The orange frames indicate areas shown at higher magnifications in images B, C and D. 
(B) In cells of typhlosole (T) the bundles of microtubules (arrows) extend between the apical and basal 
parts. (C) In cells of typhlosole channels (TK) the microtubules (arrows) are concentrated subapically. 
(D) In ventral and lateral cells the bundles of microtubules (arrows) extend between apical and lateral 
parts and are concentrated in lateral cell parts. Thin white dotted lines in the images represent the outlines 
of epithelium or cells. 
 
Na prehodu med anteriorno komoro in papilatno regijo so v celicah tiflosolisa, celicah 
tiflosolnih kanalov in v velikih ventralnih celicah razvidni najobsežnejši snopi 
mikrotubulov v zadnjem črevesu (Slika 2A). Podobno kot v anteriorni komori so v 
celicah tiflosolisa prisotni dolgi snopi mikrotubulov, ki se raztezajo skozi citoplazmo, v 
celicah tiflosolnih kanalov pa kratki subapikalni snopi (Slika 2B). Snopi mikrotubulov 
so v teh celicah na prehodu med anteriorno komoro in papilatno regijo obsežnejši, kot 
so v anteriorni komori. V velikih prizmatskih celicah ventralne stene črevesa so vidni 
zelo obsežni snopi mikrotubulov, ki se raztezajo med apikalnimi in bazalnimi deli teh 
celic (Slika 2C). V celicah, ki gradijo lateralno črevesno steno, so snopi mikrotubulov 
podobno kot v anteriorni komori skoncentrirani v lateralnih predelih celic (Slika 2D). 
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Slika 7: Razporeditev mikrotubulov v črevesnih celicah na prehodu med anteriorno komoro in papilatno 
regijo pri odraslih živalih (imunofluorescenčno označevanje α-tubulina). (A) Prečni prerez črevesa na 
prehodu med anteriorno komoro in papilatno regijo. Razvidno je, da so izjemno obsežni snopi 
mikrotubulov prisotni predvsem v celicah tiflosolisa (T) in tiflosolnih kanalov (TK) ter v velikih 
ventralnih celicah (VC). V svetlini črevesa so ostanki hrane, ki avtofluorescirajo. Oranžni okvirčki 
označujejo področja, ki so pri večjih povečavah prikazana na slikah B, C in D. (B) V celicah tiflosolisa 
(T) so obsežni snopi transcelularnih mikrotubulov (puščica). V celicah tiflosolnih kanalov (TK) so snopi 
mikrotubulov skoncentrirani subapikalno (glava puščice). (C) Velike ventralne celice vsebujejo 
najobsežnejše transcelularne snope mikrotubulov (puščice). (D) Organizacija mikrotubulov (puščice) v 
lateralnih celicah je podobna kot v lateralnih in ventralnih celicah anteriorne komore. Tanke bele črtkane 
linije na slikah prikazujejo obris epitela ali celic. 
 
Figure 7: Arrangement of microtubules in hindgut cells at the junction between the anterior chamber and 
the papillate region in adult animals (immunofluorescent labelling of α-tubulin). (A) Cross-section of the 
hindgut at the junction between the anterior chamber and the papillate region. The bundles of 
microtubules are the most extensive in cells of typhlosole (T), in cells of typhlosole channels (TK) and in 
large ventral cells (VC). The hindgut lumen contains food particles that autofluoresce. Orange frames 
indicate areas that are shown at higher magnifications in images B, C and D. (B) In cells of typhlosole (T) 
are large transcellular bundles of microtubules (arrow). In cells of typhlosole channels (TK) bundles of 
microtubules are concentrated subapically (arrowhead). (C) Large ventral cells contain the most extensive 
transcellular bundles of microtubules (arrows). (D) Organization of microtubules (arrows) in lateral cells 
is similar as in lateral and ventral cells in the anterior chamber. Thin white dotted lines in the images 
represent the outlines of epithelium or cells. 
 
V papilatni regiji so mikrotubuli v vseh celicah črevesne stene organizirani podobno 
(Slika 3A). V celicah so vidni številni tanjši snopi mikrotubulov, ki se nahajajo 
predvsem v apikalni polovici celice (Slika 3B). Podobno kot v lateralnih in ventralnih 
celicah anteriorne komore, so snopi mikrotubulov skoncentrirani v lateralnih predelih 
celic. 
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Slika 8: Razporeditev mikrotubulov celicah papilatne regijie črevesa pri odraslih živalih 
(imunofluorescenčno označevanje α-tubulina). (A) Prečni prerez črevesa v papilatni regiji. Razvidno je, 
da so mikrotubuli v vseh celicah (EC) organizirani podobno. V svetlini so ostanki hrane, ki 
avtofluorescirajo. Oranžni okvirček označuje področje, ki je pri večji povečavi prikazano na sliki B. (B) 
V črevesnih celicah papilatne regije so prisotni številni tanjši snopi mikrotubulov (puščice), ki so 
skoncentrirani v apikalni polovici citoplazme in jih je običajno več v lateralnih predelih celic. Tanke bele 
črtkane linije na slikah prikazujejo obris epitela ali celic. 
 
Figure 8: Arrangement of microtubules in hindgut cells in the papillate region of adult animals 
(immunofluorescent labelling of α-tubulin). (A) Cross section of the hindgut in the papillate region. The 
microtubules in all cells (EC) exhibit similar organization. The hindgut lumen contains food particles that 
autofluoresce. Orange frame indicates the area shown at higher magnification in image B (B) The hindgut 
cells contain numerous thinner bundles of microtubules (arrows), which are concentrated in the apical 
half of the cytoplasm and are more abundant in lateral cell parts. Thin white dotted lines in the images 
represent the outlines of epithelium or cells. 
 
S presevno elektronsko mikroskopijo smo pokazali, da so obsežni snopi mikrotubulov v 
celicah obeh črevesnih regij skoncentrirani ob lateralnih plazmalemah (Slika 4A). 
Pogosto je razvidno tudi, da se snopi mikrotubulov končujejo v bližini apikalnih 
povezav celice s kutikulo. V papilatni regiji številni snopi mikrotubulov segajo tudi v 
citoplazemske trakove med invaginacijami apikalnega labirinta (Slika 4B). V bližini 
septiranih stikov na lateralnih membranah so običajno vidni zelo številni prečno 
prerezani mikrotubuli. To kaže, da mikrotubuli ob septiranih stikih potekajo vzporedno 
z horizontalno ravnino epitela. 
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Slika 9: Mikrotubuli v črevesnih celicah odraslih živali na ultrastrukturni ravni. (A) Obsežni snopi 
mikrotubulov (MT) ob nagubanih lateralnih plazmalemah (LM) v črevesnih celicah anteriorne komore. 
Apikalno se snopi končujejo v bližini apikalnih povezav (puščice) celice s kutikulo (K). (B) V papilatni 
regiji se snopi mikrotubulov (MT) nahajajo tudi v citoplazemskih trakovih med invaginacijami 
apikalnega labirinta (AL). (C) Številni prečno prerezani mikrotubuli (glave puščic) ob septiranih stikih 
(SS). 
 
Figure 9: Microtubules in hindgut cells of adult animals at the ultrastructural level. (A) Extensive bundles 
of microtubules (MT) in vicinity of lateral plasma membranes (LM). Apically the bundles end in the 
vicinity of apical connections (arrows) of cell with the cuticle (K). (B) In the papillate region bundles of 
microtubule (MT) are present also in the cytoplasmic strands between the infoldings of apical labyrinth 
(AL). (C) Numerous cross sectioned microtubules (arrowheads) near the septate junctions (SS). 
 
2.2.1.3.2 Razporeditev mikrotubulov v črevesnih celicah med razvojem 
 
Pri poznih embrijih v fazi S18 po imunooznačevanju ni bilo nobene pozitivne reakcije s 





Slika 10: Imunooznačevanje mikrotubulov na preparatih poznih embrijev v fazi S18 (imunofluorescenčno 
označevanje α-tubulina). (A) Pri poznih embrijih v fazi S18 ni reakcije s protitelesi proti α-tubulinu. 
Področje označeno z oranžnim okvirčkom je pri večji povezavi prikazano na sliki C. (B) Kontrolna 
rezina, ki smo jo namesto s protitelesi inkubirali s 1% BSA v pufru PBS. (C) Črevo pri večji povečavi, 
brez vidne reakcije. Č – črevo. Tanke bele črtkane linije na slikah prikazujejo obris črevesa. 
 
Figure 10: Immunolabeling of microtubules on samples of late-stage embryos S18 (immunofluorescent 
labelling of α-tubulin). (A) In late-stage embryos S18 there is no reaction with antibodies against α-
tubulin. Area marked by the orange frame is shown at higher magnification in image C. (B) Control 
section incubated in 1% BSA in PBS buffer. (C) Cross section of the hindgut at higher magnification 
without visible reaction. Č – hindgut. Thin white dotted lines in the images represent the outline of 
hindgut. 
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Pri zgodnjih marzupijskih mankah je že vidna izrazita reakcija s protitelesi proti α-
tubulinu v posameznih tenocitih v epidermisu (Sliki 6A, 6C). Pri večjih povečavah je 
razvidno, da so mikrotubuli v tenocitih organizirani v snope. V črevesu so le v 
anteriorni komori vidna točkasta področja s pozitivno reakcijo, ki se nahajajo v glavnem 
v dorzalnih celicah ob tiflosolisu (Slika 6B). V papilatni regiji reakcija v črevesu ni 
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Slika 11: Razporeditev mikrotubulov v epitelnih celicah na preparatih zgodnjih marzupijskih mank 
(imunofluorescenčno označevanje α-tubulina). (A) Na prerezu v anteriornem delu živali je vidna reakcija 
s protitelesi v posameznih tenocitih (puščici) v epidermisu. Oranžni okvirček označuje področje, ki je pri 
večji povečavi prikazano na sliki B. (B) Pri večji povečavi so točkasta področja z reakcijo (glave puščic) 
vidna tudi v črevesnih celicah ob tiflosolisu (T). Snopi mikrotubulov so razvidni v tenocitu epidermisa 
(bela puščica). (C) Na prerezu v posteriornem delu živali je vidna reakcija s protitelesi v tenocitu 
(puščica) v epidermisu. Oranžni okvirček prikazuje področje, ki je pri večji povečavi prikazano na sliki 
D. (D) V črevesnih celicah papilatne regije reakcija s protitelesi ni vidna. Vidni so snopi mikrotubulov v 
tenocitu (puščica). Č – črevo. Tanke bele črtkane linije na slikah prikazujejo obris črevesa. 
 
Figure 11: Arrangement of microtubules in epithelial cells on samples of early stage-marsupial mancae 
(immunofluorescent labelling of α-tubulin). (A) Cross-section in the anterior part of the animal. Reaction 
with antibodies is visible in individual tenocytes (arrows) in the epidermis. Orange frame indicates the 
area shown at higher magnification in image B. (B) Anterior chamber at higher magnification. Spot-like 
areas with visible reaction (arrowheads) are present mainly in cells around the typhlosole (T). Bundles of 
microtubules are visible in tenocyte (arrow) in epidermis. (C) Cross-section in the posterior part of the 
animal. Reaction is visible in tenocyte (arrow) in epidermis. Orange frame indicates the area shown at 
higher magnification in image D. (D) In hindgut cells in the papillate region reaction with antibodies is 
not visible. Bundles of microtubules are visible in the tenocyte (arrow). Č – hindgut. Thin white dotted 
lines in the images represent the outline of hindgut. 
 
Pri poznih marzupijskih mankah je vidna izrazita reakcija s protitelesi proti α-tubulinu v 
številnih tenocitih v epidermisu (Slika 7A, 7D). V črevesnih celicah anteriorne komore 
je izrazita reakcija vidna predvsem v dorzalnih celicah, ki gradijo tiflosolis in celicah, ki 
obdajajo tiflosolna kanala (Slika 7B). Šibkejša reakcija je v anteriorni komori razvidna 
tudi v lateralnih celicah (Slika 7C). V črevesnih celicah papilatne regije je v tej razvojni 
fazi že vidna šibka reakcija s protitelesi (Slika 7E). 
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Slika 12: Razporeditev mikrotubulov v epitelnih celicah na preparatih poznih marzupijskih mank 
(imunofluorescenčno označevanje α-tubulina). (A) Na prerezu v anteriornem delu živali je vidna izrazita 
reakcija s protitelesi v številnih tenocitih (puščice) v epidermisu. Oranžna okvirčka označujeta področji, 
ki sta prikazani pri večjih povečavah na slikah B in C. (B) V črevesnih celicah je izrazita reakcija (glava 
puščice) vidna v dorzalnih celicah ob tiflosolisu (T). (C) Šibkejša reakcija (glava puščice) je vidna tudi v 
lateralnih celicah. (D) Na prerezu v posteriornem delu živali je vidna izrazita reakcija v številnih tenocitih 
(puščice) v epidermisu. Oranžni okvirček označuje področje, ki je prikazano pri večji povečavi na sliki E. 
Č – črevo. (E) Pri večji povečavi je šibka reakcija (glave puščic) s protitelesi vidna tudi v črevesnih 
celicah papilatne regije. Tanke bele črtkane linije na slikah prikazujejo obris črevesa. 
 
Figure 12: Arrangement of microtubules in epithelial cells on samples of late-stage marsupial mancae 
(immunofluorescent labelling of α-tubulin). (A) Cross-section in the anterior part of the animal. Distinct 
reaction with antibodies is visible in numerous tenocytes (arrows) in the epidermis. Orange frames 
indicate areas shown at higher magnification in images B and C. (B) Dorsal hindgut cells around the 
typhlosole (T) exhibit distinct reaction (arrowhead) with antibodies. (C) Weak reaction (arrowhead) is 
visible also in lateral cells. (D) Cross-section in the posterior part of the animal. Distinct reaction is 
visible in numerous tenocytes (arrows) in epidermis. Orange frame indicate the area shown at higher 
magnification in image E. (E) At higher magnification a weak reaction (arrowheads) with antibodies is 
visible also in hindgut cells in the papillate region. Thin white dotted lines in the images represent the 
outline of hindgut. 
 
Pri postmarzupijskih mankah je vidna izrazita reakcija s protitelesi proti α-tubulinu v 
številnih tenocitih v epidermisu (Slika 8A, 8D). V anteriorni komori je v črevesnih 
celicah že razvidna organizacija mikrotubulov v apikalno-bazalno polarizirane snope 
(Slika 8B). Snopi mikrotubulov so vsaj na nekaterih predelih anteriorne komore že 
skoncentrirani v lateralnih predelih celic (Slika 8C), kot pri odraslih živalih. Tudi v 
papilatni regiji so že razvidni apikalno-bazalno orientirani snopi mikrotubulov, ki so 
podobno kot pri odraslih živalih, skoncentrirani v apikalnih predelih črevesnih celic 
(Slika  8E). Zelo izraziti snopi apikalno-bazalno orientiranih mikrotubulov so vidni v 
epitelnih celicah rektuma (Slika 8F). 
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Slika 13: Razporeditev mikrotubulov v epitelnih celicah na preparatih postmarzupijskih mank 
(imunofluorescenčno označevanje α-tubulina). (A) Na prerezu v anteriornem delu živali je vidna izrazita 
reakcija v številnih tenocitih (puščice) v epidermisu. Oranžna okvirčka označujeta področji, ki sta 
prikazani pri večji povečavi na slikah B in C. (B) V epitelnih celicah anteriorne komore je vidna 
organizacija mikrotubulov v apikalno-bazalno orientirane snope (glave puščic). (C) Na nekaterih mestih v 
anteriorni komori je že vidna  koncentracija snopov mikrotubulov v lateralnih predelih celic (glavi 
puščic). (D) Na prerezu v posteriornem delu živali je vidna izrazita reakcija v številnih tenocitih (puščice) 
v epidermisu. Oranžna okvirčka označujeta področji, ki sta pri večji povečavi prikazani na slikah E in F. 
(E) V celicah papilatne regije so razvidni snopi mikrotubulov (glave puščic) skoncentrirani v apikalnih 
delih celic. (F) Zelo izraziti snopi mikrotubulov (glava puščice) so vidni v epitelnih celicah rektuma. 
Tanke bele črtkane linije na slikah prikazujejo obris črevesa. 
 
Figure 13: Arrangement of microtubules in epithelial cells on samples of postmarsupial mancae 
(immunofluorescent labelling of α-tubulin). (A) Cross-section in the anterior part of the animal. Distinct 
reaction is visible in numerous tenocytes (arrows) in the epidermis. Orange frames indicate areas shown 
at higher magnification in images B and C. (B) Hindgut cells in the anterior chamber exhibit apico-
basally oriented bundles of microtubules (arrowheads). (C) In certain areas of anterior chamber the 
concentration of microtubules in lateral cell part is already apparent (arrowheads). (D) Cross-section in 
the posterior part of the animal. Distinct reaction is visible in numerous tenocytes (arrows) in epidermis. 
Orange frames indicate areas shown at higher magnification in images E and F. (E) In hindgut cells in the 
papillate region bundles of microtubules (arrowheads) are concentrated in apical cell parts. (F) 
Particularly prominent bundles of microtubules (arrowhead) are present in rectum epithelial cells. Thin 
white dotted lines in the images represent the outline of hindgut. 
 
Na ultrastrukturni ravni so v črevesnih epitelnih celicah poznih embrijev v fazi S18 
vidni posamezni mikrotubuli, ki so orientirani vzporedno z apikalno plazmalemo (Slika 
9A). Pri zgodnjih marzupijskih mankah so v celicah tiflosolisa že manjši snopi 
mikrotubulov (Slika 9B). Pri poznih marzupijskih mankah so v apikalni citoplazmi 
vidni mikrotubuli, ki podobno kot pri embrijih v fazi S18, potekajo vzporedno z 
apikalno plazmalemo (Slika 9C). Poleg tega so snopi mikrotubulov v celicah tiflosolisa 
obsežnejši, kot pri zgodnjih marzupijskih mankah. Pogosto je razvidno, da se snopi 
mikrotubulov v bazalnih delih celic končujejo v bližini povezav z bazalno lamino (Slika 
9D), v apikalnih delih celic pa v bližini povezav s kutikulo (Slika 9E). Pri 
postmarzupijskih mankah postanejo snopi mikrotubulov še obsežnejši in skoncentrirani 
ob lateralnih plazmalemah (Slika 9F). V bližini septiranih stikov so prečno prerezani 
mikrotubuli (Slika 9G), ki pa jih je veliko manj kot pri odraslih živalih. 
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Slika 14: Mikrotubuli v črevesnih celicah razvojnih stadijev na ultrastrukturni ravni. (A) Posamezni z 
apikalno plazmalemo vzporedni mikrotubuli (puščica) v črevesnih celicah poznega embrija v fazi S18. 
PM – prekutikularni matriks, PK – prva kutikula. (B) Snop mikrotubulov (MT) v citoplazmi celice 
tiflosolisa pri zgodnji marzupijski manki. (C) Z apikalno plazmalemo vzporedni mikrotubuli (puščica) v 
črevesnih celicah pozne marzupijske manke. SK – stara kutikula, NK – nova kutikula. (D) Snop 
mikrotubulov (MT) v celici tiflosolisa pri pozni marzupijski manki se končuje v bližini povezav (puščica) 
z bazalno lamino (BL). (E) Snop mikrotubulov (MT) v celici tiflosolisa pri pozni marzupijski manki se  
končuje v bližini povezav (puščica) z novo kutikulo (NK). (F) Obsežen snop mikrotubulov (MT) ob 
lateralnih plazmalemah (LM) epitelnih celic pri postmarzupijski manki. K – kutikula. (G) Prečni prerezi 
mikrotubulov (glave puščic) v bližini septiranih stikov (SS) pri postmarzupijski manki. 
 
Figure 14: Microtubules in hindgut cells during development at the ultrastructural level. (A) Individual 
microtubules (arrow) parallel with the apical plasma membrane in hindgut cells of late-stage embryo S18. 
PM – precuticular matrix, PK – first cuticle. (B) Bundle of microtubules (MT) in the cytoplasm of 
typhlosole cell in early-stage marsupial manca. (C) Microtubules (arrow) parallel with the apical plasma 
membrane in hindgut cells of late-stage marsupial manca. SK – old cuticle, NK – new cuticle. (D) Basal 
end of microtubular bundle (MT) in vicinity of junction (arrow) with basal lamina (BL). (E) Apical end 
of microtubular bundle (MT) in the vicinity of junction (arrow) with new cuticle (NK). (F) Extensive 
bundle of microtubules (MT) in vicinity of lateral plasma membranes (LM) in the hindgut cell of 
postmarsupial manca. (G) Cross-sectioned microtubules (arrowheads) near the septate junction (SS) in 
postmarsupial manca. 
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3.1.1 Primerjava ultrastrukturnih značilnosti celic v različnih regijah črevesnega 
epitela pri odraslih živalih 
 
Za študij diferenciacije črevesnih epitelnih celic med razvojem je bila naprej potrebna 
podrobna ultrastrukturna analiza diferenciranih črevesnih celic pri odraslih živalih. 
Epitelne celice v zadnjem črevesu odraslih rakov vrste P. scaber imajo v splošnem 
tipične značilnosti transportnih epitelnih celic (Berridge in Oschman, 1972; Cioffi, 
1984; Murakami in Shiotsuki, 2001; Shanbhag in Tripathi, 2009; Pavelka in Roth, 
2015). Z analizo črevesnih celic v dveh anatomsko in funkcionalno različnih regijah 
zadnjega črevesa smo ugotovili, da se celice razlikujejo po ultrastrukturi kutikule, 
oblikovanosti plazmaleme, obliki in obsegu septiranih stikov ter prostorski razporeditvi 
mikrotubulov. Opažene ultrastrukturne razlike smo interpretirali z vidika različnih 
funkcij, ki jih glede na podatke iz literature (Coruzzi in sod., 1982; Palackal in sod., 
1984; Hryniewiecka-Szyfter in Storch, 1986; Hames in Hopkin, 1989) vrši epitel v 
anteriorni komori in papilatni regiji zadnjega črevesa. 
 
3.1.1.1 Ultrastruktura kutikule in bazalne lamine 
 
Epitel zadnjega črevesa raka P. scaber je povezan z dvema zunajceličnima matriksoma. 
Na apikalni površini epitela se nahaja hitinska kutikula, na bazalni površini pa bazalna 
lamina. Kutikulo v obeh črevesnih regijah sestavljata elektronsko gosta epikutikula in 
elektronsko redka prokutikula (Vernon in sod., 1974; Palackal in sod., 1984; Storch in 
Štrus, 1989). Označevanje z lektinom WGA je pokazalo, da hitin vsebuje le 
prokutikula. Pri našem delu smo se osredotočili na razlike v ultrastrukturnih 
značilnostih kutikule v obeh regijah črevesa. Prva izrazita razlika med kutikulama obeh 
črevesnih regij je različna debelina epikutikule in prokutikule ter različno razmerje med 
debelinama teh dveh slojev. Prokutikula je debelejša v anteriorni komori, medtem ko je 
epikutikula debelejša v papilatni regiji. Razmerje med epikutikulo in prokutikulo je v 
anteriorni komori približno 1:5, medtem ko je razmerje v papilatni regiji med 1:3 do 
1:1. Debelina epikutikule v papilatni regiji je večja predvsem zaradi debelejše notranje 
epikutikule. Te razlike nakazujejo različno prepustnost in različne mehanske lastnosti 
kutikule v anteriorni komori in papilatni regiji. Raziskave prepustnosti črevesne 
kutikule raka P. scaber za različne tanine so pokazale, da naj bi bila kutikula v 
anteriorni komori prepustna za večje molekule kot kutikula v papilatni regiji (Zimmer, 
1999). Druga očitna razlika med kutikulama v obeh črevesnih regijah je strukturiranost 
v podsloje v prokutikuli zaradi helikoidalne organizacije hitinsko-proteinskih vlaken. 
Podsloji so jasno razvidni v anteriorni komori, medtem ko v papilatni regiji bodisi niso 
razvidni, ali pa so manj jasni in debelejši kot v anteriorni komori. Na osnovi tega 
sklepamo, da so mehanske lastnosti kutikule v anteriorni komori in papilatni regiji 
različne, saj organizacija hitinsko-proteinskih vlaken v helikoidalno ureditev, vidno kot  
podsloji oziroma lamele, močno vpliva na mehanske lastnosti kutikule členonožcev 
(Raabe in sod., 2005, 2006; Fabritius in sod., 2009; Dillaman in sod., 2013). Večje 
število tanjših podslojev doprinese k večji togosti in trdnosti kutikule (Raabe in sod., 
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2005). Sklepamo, da je zaradi večjega števila bolj izrazitih in tanjših podslojev 
prokutikula v anteriorni komori bolj toga v primerjavi s papilatno regijo. To je verjetno 
povezano z vlogo tega dela prebavila v transportu tekočih prebavnih produktov vzdolž 
tiflosolnih kanalov in stiskanja prebavne mase proti papilatni regiji ob kontrakcijah 
obsežnega mišičnega omrežja, ki obdaja anteriorno komoro. Opisali smo tudi povezave 
med apikalno plazmalemo črevesnih celic in črevesno kutikulo. Za povezave v črevesu 
velja, da niso skoncentrirane v specializiranih celicah kot so tenociti v epidermisu, 
ampak so v manjšem številu prisotne v vseh črevesnih celicah. Ultrastrukturno so 
povezave med črevesnimi celicami in kutikulo podobne, kot povezave opisane v 
tenocitih epidermisa (Buchholz in Buchholz, 1989; Mellon, 1992; Lai-Fook in Beaton, 
1998; Bitsch in Bitsch, 2002; Žnidaršič in sod., 2012). 
 
Bazalna lamina je v obeh črevesnih regijah debela med 100 in 300 nm, kar je veliko 
glede na tipično debelino bazalnih lamin vretenčarjev, ki je v območju med  50  in 100 
nm (Ghadially, 1997). Bazalne lamine vršijo različne funkcije, od zagotavljanja 
strukturne podlage za pritrjanje celic do permeabilnostne pregrade (LeBleu in sod., 
2007). V splošnem imajo bazalne lamine velik vpliv na mehanske lastnosti epitelov 
(Miller in sod., 2017). Velika debelina bazalne lamine, pa lahko kaže na pomen te 
strukture za prepustnost epitela. Vpliv debeline bazalne lamine na prepustnost epitela je 
poznan predvsem iz raziskav relativno debele bazalne lamine glomerulov v ledvicah 
sesalcev (Farquhar, 2006; Jarad in Miner, 2009). Podatki za bazalne lamine 
nevretenčarjev so redki. Na voljo so podatki o prodiranju nanodelcev različnih velikosti 
skozi različne bazalne lamine žuželk (Reddy in Locke, 1990). Bazalne lamine tkiv, ki 
sintetizirajo proteine hemolimfe, so načeloma tanke in prepuščajo nanodelce večjih 
velikosti. Bazalne lamine tkiv, ki proteinov hemolimfe ne sintetizirajo, pa so načeloma 
debele in prepuščajo le manjše nanodelce. Debela bazalna lamina v črevesu raka 
enakonožca P. scaber je lahko v vlogi dodatne selektivne filtracijske pregrade za 
transport skozi črevesni epitel in zagotavlja dodatno mehansko stabilizacijo epitela. 
 
3.1.1.2 Struktura in razporeditev medceličnih stikov 
 
Subapikalni stični kompleks v črevesnih celicah raka enakonožca P. scaber sestavljajo 
adherentni stiki in septirani stiki, ki so nameščeni bazalno pod adherentnimi in so 
izjemno obsežni. Ultrastruktura adherentnih stikov v zadnjem črevesu raka P. scaber je 
podobna, kot je opisana pri drugih organizmih (Lane in Skaer, 1980; Lane, 1982; 
Niessen in Gottardi, 2008). Septirani stiki v epitelu zadnjega črevesa so valoviti 
septirani stiki, kot je v splošnem značilno za ektodermalne epitele členonožcev (Lane, 
1982; Tepass in Hartenstein, 1994; Tepass in sod., 2001; Jonusaite in sod., 2016a). 
Funkcionalno septirani stiki predvsem zagotavljajo paracelularno difuzijsko pregrado, 
vendar določene manjše molekule lahko prehajajo skozi septirane stike (Lane, 1982). 
Novejše, predvsem genetske študije pri vinski mušici, so pokazale, da mutacije v 
številnih genih za proteine septiranih stikov porušijo paracelularno difuzijsko pregrado 
številnih epitelnih tkiv (Genova in Fehon, 2003; Yanagihashi in sod., 2012; Bätz in 
sod., 2014; Hall in sod., 2014; Izumi in Furuse, 2014; Deligiannaki in sod., 2015). 
Obsežni septirani stiki v zadnjem črevesu raka P. scaber tako kažejo, da je paracelularni 
transport močno reguliran vzdolž celotnega zadnjega črevesa, še posebej pa v papilatni 
regiji, kjer so septirani stiki najobsežnejši. Glede na to, da je papilatna regija pri 
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kopenskih rakih enakonožcih pomembna za osmoregulacijo, mora biti prehajanje ionov 
in vode skozi epitel v tej regiji črevesa posebej dobro regulirano. Ultrastruktura in 
sestava septiranih stikov sta očitno zelo pomembni za osmoregulacijsko funkcijo, saj ob 
spremenjenih osmoregulacijskih zahtevah pogosto pride do modifikacij septiranih 
stikov v epitelih različnih osmoregulacijskih organov členonožcev. Pri rakovicah se v 
odvisnosti od koncentracije soli v zunanjem okolju spreminja obseg septiranih stikov v 
epitelu škrg (Luquet in sod., 1997; Luquet in sod., 2002). Pri larvah komarja Aedes 
aegypti je ob različnih koncentracijah soli v zunanjem okolju drugačna izražanje 
nekaterih proteinov septiranih stikov v epitelu posteriornega srednjega črevesa in 
analnih papil (Jonusaite in sod., 2016b). 
 
3.1.1.3 Oblikovanost in vloga apikalne in bazalne plazmaleme 
 
V obeh regijah zadnjega črevesa raka P. scaber imajo celice za povečanje površine 
nagubano apikalno in bazalno plazmalemo, kar je v splošnem značilno za povečanje 
površine transportnih epitelnih celic (Berridge in Oschman, 1972; Cioffi, 1984; 
Baumann in Walz, 2012; Pavelka in Roth, 2015). Ugotovili smo, da se celice v 
anteriorni komori in v papilatni regiji razlikujejo po obsegu nagubanja plazmaleme in 
po prisotnosti mitohondrijev v bližini membranskih invaginacij. 
 
V anteriorni komori je apikalna plazmalema bolj intenzivno nagubana kot bazalna. 
Številne apikalne invaginacije so razporejene gosto ena ob drugi in urejene v apikalni 
labirint. Ob invaginacijah apikalne plazmaleme so prisotni številni mitohondriji. 
Invaginacije bazalne plazmaleme so redkejše. V bližini bazalnih invaginacij so 
mitohondriji relativno redki. Takšna organizacija plazmaleme in razporeditev 
mitohondrijev kažeta predvsem na intenziven transport snovi med epitelnimi celicami in 
lumnom črevesa, kar se sklada z vlogo epitela anteriorne komore črevesa pri absorpciji 
in transportu prebavnih produktov (Hryniewiecka-Szyfter in Storch 1986; Hames in 
Hopkin 1989). Pri členonožcih poteka absorpcija prebavnih produktov večinoma v 
endodermalnih delih prebavnega sistema, kot sta na primer srednje črevo žuželk in 
prebavne žleze rakov (Martoja in Ballan-Dufrancais, 1984; Icely in Nott, 1992). Tudi 
pri rakih enakonožcih pretežni del absorpcije hranil poteka v endodermalnih prebavnih 
žlezah (Hames in Hopkin 1989). Pri absorpcijskih epitelnih celicah endodermalnega 
izvora, je apikalna plazmalema, namesto z invaginacijami, povečana z enakomerno 
urejenimi mikrovili, ki tvorijo ščetkasti obrobek (Martoja in Ballan-Dufrancais, 1984; 
Icely in Nott, 1992; Billingsley in Lehane, 1996; Lehane, 1998; Ceccaldi, 2006; 
Shanbhag in Tripathi, 2009). 
 
V papilatni regiji sta tako apikalna kot bazalna plazmalema zelo intenzivno nagubani. 
Invaginacije apikalne in bazalne plazmaleme so gosto razporejene in tvorijo apikalni in 
bazalni labirint. Ob invaginacijah obeh domen plazmaleme so tudi številni mitohondriji. 
Nagubanje plazmaleme in razporeditev mitohondrijev v papilatni regiji tako kaže, da 
epitelne celice v tej črevesni regiji intenzivno izmenjujejo snovi tako z lumnom črevesa 
kot s hemocelom. To se sklada z opisanim transepitelnim transportom ionov in vode v 
papilatni regiji in njeno vlogo v osmoregulacijskih procesih (Vernon in sod., 1974; 
Coruzzi in sod., 1982; Palackal in sod., 1984). Podobna oblikovanost apikalne in 
bazalne plazmaleme je značilna tudi za druge ektodermalne epitelne celice členonožcev, 
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ki se nahajajo v različnih osmoregulacijskih organih in so vključene v transport ionov 
(Cioffi, 1984). Takšne so na primer celice v rektalnih papilah dvokrilcev (Berridge in 
Gupta, 1967) in ionociti v škrgah rakov (Bubel in Jones, 1974; Taylor in Taylor, 1992; 
Kikuchi in Matsumasa, 1993; Luquet in sod., 2000; Luquet in sod., 2002). Številni 
mitohondriji ob invaginacijah apikalne in bazalne plazmaleme epitelnih celic v zadnjem 
črevesu raka enakonožca P. scaber podobno kot v drugih transportnih epitelih 
zagotavljajo ATP za delovanje različnih ionskih črpalk, ki so nameščene na plazmalemi. 
 
3.1.1.4 Prostorska organizacija mikrotubulov 
 
V vseh celicah zadnjega črevesa raka P. scaber smo opazili relativno veliko 
mikrotubulov, kar je drugače kot v epidermisu, kjer so mikrotubuli skoncentrirani zlasti 
v tenocitih, specializiranih celicah za povezovanje mišic in kutikule (Nakazawa in sod., 
1992; Tucker in sod., 2004; Criel in sod., 2005; Žnidaršič in sod., 2012). V črevesnih 
celicah potekajo mikrotubuli vzporedno v apikalno-bazalni smeri, kot je v splošnem 
značilno za diferencirane celice polariziranih epitelov (Mays in sod., 1994; Bartolini in 
Gundersen, 2006; Toya in Takeichi, 2016). Druga posebnost mikrotubulov v črevesnih 
celicah raka P. scaber je, da so organizirani v obsežne snope. Ta osnovna prostorska 
organizacija mikrotubulov je v celicah v specifičnih predelih črevesnega epitela 
modificirana v specifične razporeditve. V anteriorni komori je značilno, da so v celicah 
lateralne in ventralne stene črevesa mikrotubuli skoncentrirani v lateralnih predelih teh 
celic. Za podobno razporeditev mikrotubulov v celicah MDCK (angl. Madin-Darby 
Canine Kidney cells) je ključen protein MTCL1 (angl. microtubule crosslinking factor 
1), ki lahko navzkrižno povezuje mikrotubule v snope in je ključen za akumulacijo 
snopov mikrotubulov ob lateralnih plazmalemah. V celicah MDCK organizacija 
mikrotubulov v snope skoncentrirane v lateralnih predelih prispeva k vzdrževanju 
prizmatske oblike teh celic (Sato in sod., 2013). Največ obsežnih snopov mikrotubulov 
je v celicah na prehodu iz anteriorne komore v papilatno regijo. To velja predvsem za 
dorzalne celice, ki gradijo tiflosolis in tiflosolna kanala in velike ventralne celice, ki so 
prisotne v tem odseku črevesa. Odsek epitela na  prehodu med anteriorno komoro in 
papilatno regijo obdajajo obsežne mišice, zato ga nekateri avtorji obravnavajo kot 
sfinkter med tema dvema odsekoma črevesa (Vernon in sod., 1974; Palackal in sod., 
1984). Predvidevamo, da so celice v tem predelu mehansko zelo obremenjene, zaradi 
krčenja obsežnega mišičnega omrežja, ki obdaja ta del črevesa. Večjim mehanskim 
obremenitvam zaradi krčenja mišic so verjetno izpostavljene tudi celice tiflosolisa v 
anteriorni komori, v katerih so dolgi snopi mikrotubulov, ki prečijo celotno citoplazmo 
v apikalno bazalni smeri. V lateralnih predelih celic v anteriorni komori so na ravni 
ultrastrukture razvidni obsežni apikalno-bazalno orientirani snopi mikrotubulov, ki se 
končujejo v bližini povezav apikalne plazmaleme s kutikulo. Sklepamo, da je to 
podobna asociacija med snopi mikrotubulov in povezavami s kutikulo, kot je poznana v 
epidermalnih tenocitih in je verjetno udeležena v prenosu mehanskih sil med 
kontrakcijami mišic na kutikulo (Nakazawa in sod., 1992; Tucker in sod., 2004; Criel in 
sod., 2005). Poleg tega so v lateralnih predelih celic ob septiranih stikih razvidni številni 
mikrotubuli, ki potekajo vzporedno z lateralno plazmalemo. Podobna organizacija 
mikrotubulov je bila opisana v epitelnih celicah škrg pri postranicah iz rodu Gammarus 
in naj bi preprečevala raztezanje epitelnih celic v lateralni ravnini, kar je pomembno za 
vzdrževanje permeabilnostne pregrade (Shires in sod., 1995). 
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Opažene razporeditve mikrotubulov v črevesnih celicah zadnjega črevesa raka P. scaber 
nakazujejo, da imajo mikrotubuli v teh celicah najverjetneje tudi določene mehanske 
funkcije, poleg njihove najbolj poznane in raziskane vloge pri usmerjenem 
znotrajceličnem transportu (Musch, 2004). S polimerizacijo in depolimerizacijo ter v 
povezavi z motornimi proteini lahko mikrotubuli v celicah generirajo mehanske sile 
(Dogterom in sod., 2005; Kent in Lele, 2017). Znano je tudi, da mikrotubuli v celicah 
kljubujejo kompresijskim silam, kar je pomembno za vzdrževanje celične oblike (Wang 
in sod., 2001; Brangwyne in sod., 2006). V rastlinskih celicah mikrotubuli delujejo kot 
senzorji nateznih sil, saj se lahko orientirajo v smeri delovanja teh sil in ob tem 
postanejo stabilnejši (Hamant in sod., 2019). V živalskih celicah v suspenziji so 
mikrotubuli pomembni za kljubovanje deformacijam ob večjih nateznih silah, medtem 
ko je ob manjših nateznih silah ključen predvsem aktinski citoskelet (Kubitschke in 
sod., 2017). Glavni citoskeletni elementi v zagotavljanju mehanske stabilnosti so sicer 
različni citoplazemski intermediarni filamenti (Etienne-Manneville, 2018). Na podlagi 
znanih podatkov o intermediarnih filamentih pri vinski mušici, naj bi celice 
členonožcev vsebovale le lamine ne pa tudi citoplazemskih intermediarnih filamentov 
(Dechat in sod., 2010; Herrmann in Strelkov, 2011). Široka zastopanost citoplazemskih 
intermediarnih filamentov pri drugih nevretenčarskih organizmih (Karabinos in sod., 
2001; Herrmann in Aebi, 2004) ter odkritje vsaj enega podobnega proteina pri skakaču 
I. maculatus (Mencarelli in sod., 2011) pa nakazujeta, da bi lahko tudi epitelne celice 
členonožcev vsebovale citoplazemske intermediarne filamente. 
 
3.1.2 Ultrastrukturne značilnosti in časovni potek diferenciacije črevesnih 
epitelnih celic med embrionalnim in postembrionalnim razvojem 
 
Pomemben del znanja o diferenciaciji epitelnih celic izvira iz raziskav na različnih 
celičnih kulturah epitelnih celic sesalcev (Jaffe in sod., 2008; Akhtar in Streuli, 2013) in 
na epitelih modelnih organizmov, kot so vinska mušica (D. melanogaster) (Wilk in 
sod., 2000; Tepass in sod., 2001; Lengyel in Iwaki, 2002; Takashima in sod., 2011; 
Buchon in Osman, 2015) in različni vretenčarski modeli (cebrica, piščanec, miš) (de 
Santa Barbara, 2003; Wallace in sod., 2005; Ng in sod., 2005; Le Guen, 2015). Za 
pridobitev dodatnega znanja o specifičnih vidikih diferenciacije epitelnih celic, kot so 
oblikovanje apikalne in bazalne plazmaleme, oblikovanje različnih celičnih stikov in 
reorganizacija citoskeleta, so potrebne komplementarne raziskave na dodatnih modelnih 
sistemih, ki omogočajo preučevanje diferenciacije epitelnih celic v kontekstu razvoja 
celotnega organizma. Ultrastrukturne spremembe med diferenciacijo celic pogosto 
sovpadajo z morfološkimi, anatomskimi in fiziološkimi spremembami na ravni 
organizma. Med razvojem se celice in tkiva diferencirajo za opravljanje funkcij v skladu 
s fiziološkimi procesi in spremembami med embrionalnim in postembrionalnim 
razvojem. Eden izmed modelov za raziskave diferenciacije epitelnih celic in situ, v 
kontekstu ostalih tkiv in zunajceličnih matriksov ter fizioloških in anatomskih 
sprememb med razvojem, so embriji in manke raka P. scaber. V celicah črevesnega 
epitela raka P. scaber je ključna vzpostavitev funkcij absorpcije prebavnih produktov 
ter transporta vode in ionov za vzdrževanje osmotskega ravnovesja. V skladu s tem sta 
ključni ustrezna diferenciacija apikalne in bazalne plazmaleme ter vzpostavitev 
paracelularne pregrade. Ker so celice zadnjega črevesa ektodermalnega izvora poteka na 
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njihovi apikalni površini tvorba hitinskega zunajceličnega matriksa, kar vključuje 
dodatne prilagoditve na ravni ultrastrukture. 
 
3.1.2.1 Diferenciacija črevesne kutikule 
 
Večina znanih ultrastrukturnih podatkov o tvorbi kutikule med razvojem rakov in 
žuželk se nanaša na eksoskeletno kutikulo (Goudeau, 1976; Goudeau in Lachaise, 1983; 
Glas in sod., 1997; Moussian in sod., 2006; Havemann in sod., 2008; Mrak in sod., 
2012, 2014). Podatki o tvorbi črevesne kutikule rakov se nanašajo predvsem na kutikulo 
želodca, s poudarkom na oblikovanju različnih kutikularnih struktur za procesiranje 
hrane med postembrionalnim razvojem. V splošnem je znano, da sta sprednje in zadnje 
črevo pri postembrionalnih stadijih rakov že prekrita s kutikulo (Lovett in Felder, 1989; 
Ullrich in Storch, 1993; Suh in sod., 1994; Abrunhosa in Kittaka, 1997; Baud in sod., 
2002; Tam in Avenant-Oldewage, 2006; Abrunhosa in Melo, 2008; Diaz in sod., 2008; 
Štrus in sod., 2008). Oblikovanje kutikularnih struktur v želodcu pa poteka v skladu s 
spremembami v prehranjevanju postembrionalnih stadijev (Factor 1981; Lovett in 
Felder, 1989; Ullrich in Storch, 1993; Suh in sod., 1994; Abrunhosa in Melo, 2008; 
Diaz in sod., 2008; Štrus in sod., 2008; Castejon in sod., 2015). Ultrastrukturnih 
podatkov o poteku diferenciacije kutikule zadnjega črevesa med razvojem rakov 
praktično ni. Rezultati te doktorske disertacije so pokazali, da prva kutikula v črevesu 
raka P. scaber nadomesti prekutikularni matriks ob koncu embrionalnega razvoja. 
Epikutikula in prokutikula ter kutikularni trni na svetlinski površini se diferencirajo med 
razvojem mank v valilniku. Ob koncu razvoja v valilniku poteka obnavljanje kutikule. 
Vse ultrastrukturne značilnosti črevesne kutikule odraslih živali pa se dokončno 
izoblikujejo šele po sprostitvi mank iz valilnika.  
 
Primerjava strukturnih značilnosti diferenciacije črevesne in eksoskeletne kutikule je 
povzeta na sliki 15 in kaže, da diferenciacija črevesne kutikule pri raku P. scaber 
časovno nekoliko zaostaja za diferenciacijo eksoskeletne kutikule. V fazah poznega 
embrija S16 in S18 je pred tvorbo prve kutikule na apikalni površini črevesnega epitela 
in na apikalni površini epidermisa (Mrak in sod., 2014) prisoten strukturno enostaven 
prekutikularni matriks. Podobni apikalni matriksi se pred eksoskeletno kutikulo tvorijo 
na površini epidermisa tudi med embrionalnim razvojem nekaterih drugih členonožcev 
(Goudeau, 1976; Goudeau in Lachaise, 1983; Glas in sod., 1997; Ziese in Dorn, 2003; 
Konopová in Zrzavý, 2005; Havemann in sod., 2008), kar kaže, da gre za splošen 
princip tvorbe apikalnih zunajceličnih matriksov členonožcev. Tanka prva kutikula pri 
raku P. scaber nadomesti prekutikularni matriks v črevesu in na površini epidermisa 
(Mrak in sod., 2014) ob koncu embrionalnega razvoja. Pri poznem embriju v fazi S18 je 
tanka črevesna kutikula na nekaterih mestih še v obliki fragmentov. Pri vinski mušici se 
na začetku tvorbe eksoskeletne kutikule najprej tvorijo kratki fragmenti tanke trislojne 
zunanje epikutikule, ki se pozneje povežejo v enoten sloj (Moussian in sod., 2006). 
Tanka črevesna kutikula pri poznem embriju v fazi S18 še ne izkazuje vezave lektina 
WGA, medtem ko je v tanki eksoskeletni kutikuli že razvidna zmerna vezava (Mrak in 
sod., 2014). V poznejših razvojnih fazah je vidna intenzivna vezava lektina WGA tako v 
črevesni kot v eksoskeletni kutikuli. To kaže, da se med diferenciacijo eksoskeletne 
kutikule nekoliko prej poveča vsebnost saharidov z N-acetilglukozaminom, med 
katerimi je tudi hitin, kot pa med diferenciacijo črevesne kutikule. V fazi poznega 
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embrija S19 se v črevesni kutikuli diferencirata zunanja elektronsko gosta epikutikula in 
elektronsko redka prokutikula. Podsloji iz helikoidalno urejenih hitinsko-proteinskih 
vlaken so v prokutikuli eksoskeleta jasno razvidni že v fazi poznega embrija S18 (Mrak 
in sod., 2014). V črevesni kutikuli se podsloji v prokutikuli anteriorne komore postopno 
izoblikujejo bistveno kasneje, med razvojem postmarzupijskih mank po sprostitvi v 
zunanje okolje (Priloga A, Slika 16). Trni na površini črevesne kutikule se postopno 
oblikujejo med razvojem mank v valilniku, medtem ko so luske na površini 
eksoskeletne kutikule prisotne že v fazi poznega embrija S18 (Mrak in sod., 2014). Ob 
koncu razvoja v valilniku, v fazi pozne marzupijske manke, so vidni morfološki znaki 
obnavljanja črevesne kutikule kot velja tudi za eksoskeletno kutikulo (Mrak in sod., 
2012, 2014). Različno razmerje med debelinama epikutikule in prokutikule v anteriorni 
komori in v papilatni regiji, ki je značilno za črevesno kutikulo odraslih živali, se 
vzpostavi pri postmarzupijskih mankah (Priloga A, Slika 16). Na podlagi primerjave 
diferenciacije črevesne in eksoskeletne kutikule lahko povzamemo naslednje splošne 
ugotovitve:  
- Med embrionalnim razvojem v ektodermalnih epitelih poteka tvorba strukturno 
enostavnih prekutikularnih matriksov. 
- Do zamenjave prekutikularnega matriksa s prvo hitinsko kutikulo pride ob 
koncu embrionalnega razvoja. 
- Med razvojem mank poteka strukturna diferenciacija kutikule s postopnim 
debeljenjem kutikule, diferenciacijo epikutikule in prokutikule, vzpostavitvijo 
podslojev v prokutikuli zaradi helikoidalne ureditve hitinsko-proteinskih vlaken 
in oblikovanjem epikutikularnih struktur na površini (luske, trni). 
- Med strukturno diferenciacijo se spreminja tudi organska sestava kutikule, ki 
postaja vse bolj podobna sestavi kutikule odraslih živali. 
 
  
Bogataj U. Ultrastrukturna diferenciacija črevesnega epitela … Porcellio scaber (Crustacea:Isopoda). 




Slika 15: Shematski prikaz značilnosti diferenciacije eksoskeletne in črevesne kutikule (Prirejeno po 
Mrak in sod., 2017) 
 
Figure 15: Schematic representation of characteristics of exoskeletal and hindgut cuticle differentiation 
(Modified after Mrak et al. 2017) 
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3.1.2.2 Oblikovanje invaginacij apikalne in bazalne plazmaleme v črevesnih celicah 
 
Oblikovanje apikalnega in bazalnega labirinta v epitelnih celicah zadnjega črevesa raka 
P. scaber poteka postopno s povečevanjem števila in globine invaginacij apikalne in 
bazalne plazmaleme. Med oblikovanjem apikalnega labirinta invaginacije postajajo tudi 
vse bolj enakomerno urejene, kar spominja na oblikovanje mikrovilov (van der Starre-
van der Molen in de Priester, 1972; Chambers in Grey, 1979; Louvard in sod., 1992; 
Crawley in sod., 2014). Do največjih sprememb v oblikovanosti apikalne in bazalne 
plazmaleme pride ob izvalitvi embrijev iz notranje jajčne ovojnice in ob sprostitvi mank 
v zunanje okolje. Specifična oblika apikalne plazmaleme je značilna za obdobja, ko 
poteka tvorba apikalnih matriksov. Apikalna plazmalema črevesnih celic je pri poznih 
embrijih v fazi S18 še relativno ravna, medtem ko je v fazi zgodnje marzupijske manke 
že oblikovana v apikalni labirint, ki ga sestavljajo redke neenakomerno razporejene 
apikalne invaginacije. Pričetek oblikovanja apikalnega labirinta tako sovpada s 
pričetkom aktivnega prehranjevanja po izleganju embrijev iz notranje jajčne ovojnice in 
zagotovi povečano površino za absorpcijo prebavnih produktov iz svetline črevesa. 
Marzupijske manke so namreč že sposobne aktivnega prehranjevanja z različnimi 
sestavinami marzupijske tekočine (Hoese in Janssen, 1989) in nerazvitimi embriji 
(Warburg, 1994). Ob tem pa je rumenjak za marzupijske manke še vedno pomemben vir 
hranil (Milatovič in sod., 2010; Mrak in sod., 2012). Invaginacije apikalnega labirinta se 
poglobijo, pomnožijo in postanejo enakomerno urejene pri postmarzupijskih mankah, 
kar je lahko povezano s prehodom na povsem zunanje vire hrane. Sovpadanje med 
gubanjem apikalne plazmaleme in vzpostavljanjem specifične celične funkcije je bilo 
opisano tudi pri sekrecijskih epitelnih celicah v žlezah slinavkah muhe iz rodu 
Calliphora (Baumann in Bauer, 2013). V tem primeru se apikalne invaginacije pojavijo 
malo pred izleganjem imaga iz bube in se podaljšujejo in organizirajo v obsežen sistem 
apikalnih invaginacij še prvih 24 ur po izvalitvi, ko celice pričnejo opravljati svojo 
sekrecijsko funkcijo. Ugotovili smo, da oblikovanje bazalnega labirinta časovno 
nekoliko zaostaja za oblikovanjem apikalnega labirinta. Posamezne bazalne 
invaginacije se v črevesnih celicah oblikujejo med razvojem mank v valilniku, vendar 
pa se uredijo v bazalni labirint šele po sprostitvi mank v zunanje okolje. Formiranje 
bazalnega labirinta, ki je v črevesnih celicah zelo obsežen predvsem v papilatni regiji, bi 
tako lahko bilo povezano z izrazitejšo osmoregulacijsko vlogo po sprostitvi mank iz 
osmotsko relativno dobro regulirane marzupijske tekočine (Surbida in Wright, 2001) v 
manj stabilno zunanje okolje. 
 
Glede oblikovanja apikalne plazmaleme so na voljo podatki predvsem o oblikovanju 
mikrovilov v različnih endodermalnih epitelnih celicah členonožcev (van der Starre-van 
der Molen in de Priester, 1972; Kadiri in Louvet, 1982; Martoja in Ballan-Dufrancais, 
1984; Hakim in sod., 1988; Rost-Roszkowska in Klag, 2011). O tem kako poteka 
oblikovanje apikalnih invaginacije v ektodermalnih epitelnih celicah pokritih s hitinsko 
kutikulo praktično ni podatkov. Oblikovanje apikalnega labirinta v črevesnih celicah 
raka P. scaber, s postopnim gubanjem apikalne plazmaleme v vse gostejše, globlje in 
bolj enakomerno urejene invaginacije, je do določene mere podobno enemu od načinov 
tvorbe mikrovilov v celicah srednjega črevesa med razvojem žuželk (van der Starre-van 
der Molen in de Priester, 1972; Martoja in Ballan-Dufrancais, 1984; Hakim in sod., 
1988). Pri tem načinu tvorbe mikrovilov se na apikalni površini celic najprej oblikujejo 
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redki nepravilno oblikovani mikrovili, ki se med nadaljnjim razvojem podaljšajo, 
pomnožijo in enakomerno uredijo. Podobno poteka tudi formiranje mikrovilov v 
enterocitih med razvojem vretenčarjev (Chambers in Grey, 1979; Louvard in sod., 
1992). Oblikovanje bazalnega labirinta v črevesnih epitelnih celicah raka P. scaber 
nekoliko zaostaja za oblikovanjem apikalnega labirinta. Časovni zamik v diferenciaciji 
apikalne in bazalne plazmaleme bi lahko bil eden od splošnih principov diferenciacije 
epitelnih celic. Tudi med diferenciacijo epitelnih celic v srednjem črevesu žuželk 
(Hakim in sod., 1988; Baldwin in sod., 1996; Rost-Roszkowska in sod., 2007), 
labirintnih celic v antenalnih žlezah rakov (Khodabandeh in sod., 2005) in epitelnih 
celic v ledvičnih cevkah sesalcev (Ormos in sod., 1973; Peterson in Carone, 1979) se 
najprej oblikujejo apikalni mikrovili in šele nato tudi bazalni labirint. 
 
Oblikovanost apikalne plazmaleme je povsem specifična v obdobjih tvorbe novih 
apikalnih matriksov. V razvojnih fazah med katerimi poteka tvorba različnih 
zunajceličnih matriksov (prekutikularnega matriksa pri poznem embriju S16, prve 
kutikule pri poznem embriju S18 in obnavljanje kutikule pri pozni marzupijski manki) 
je apikalna plazmalema črevesnih celic oblikovana v kratke izbokline z elektronsko 
gostimi konicami. Z raziskavami diferenciacije eksoskeletne kutikule pri vinski mušici 
so ugotovili, da je takšna oblika apikalne plazmaleme med tvorbo kutikule nujna za 
urejeno organizacijo hitinsko-proteinskih vlaken (Moussian in sod., 2006, 2007; Uv in 
Moussian, 2010; Moussian, 2013). 
 
3.1.2.3 Diferenciacija celičnih stikov v črevesnem epitelu 
 
Pri analiziranih razvojnih fazah smo opazili, da so adherentni stiki izoblikovani že v fazi 
poznega embrija S16 in se med nadaljnjim razvojem strukturno ne spreminjajo. Za 
septirane stike je značilno, da se med poznim embrionalnim razvojem in razvojem mank 
v valilniku postopno diferencirajo s povečevanjem števila pregrad. Med levitvijo ob 
koncu razvoja v valilniku se število pregrad močno zmanjša in zopet poveča po 
sprostitvi mank iz valilnika. 
 
Adherentni stiki na lateralnih plazmalemah črevesnih epitelnih celic se dokončno 
strukturno diferencirajo že zgodaj med embrionalnim razvojem. Vidni so namreč že v 
črevesnih celicah poznega embrija v fazi S16 in se med nadaljnjim razvojem 
ultrastrukturno ne spreminjajo. Podatki za epidermis kažejo, da so adherentni stiki 
oblikovani že pri srednjem embriju v fazi S10 (Mrak, 2015). Pri vinski mušici se 
adherentni stiki pričnejo vzpostavljati že med celularizacijo blastoderma, diferencirani 
adherentni stiki urejeni v adherentni pas pa so prisotni od gastrulacije dalje (Tepass in 
Hartenstein, 1994). Zgodnje formiranje adherentnih stikov je eden izmed splošnih 
procesov med diferenciacijo epitelnih celic saj je osnova za fizično povezovanje celic, 
ki je med razvojem potrebno za oblikovanje primarnih epitelov (Gumbiner, 1996; 
Tepass, 1997; Bökel in Brown, 2002). Poleg tega pa imajo od kadherinov odvisne 
povezave med celicami pomembno vlogo tudi pri vzpostavitvi polarnosti epitelov 
(Lecuit in Wieschaus, 2002; Lee in Streuli, 2014). 
 
Tudi septirani stiki so na lateralnih plazmalemah črevesnih epitelnih celic prisotni že v 
fazi poznega embrija S16, in so vidni kot kratka zaporedja pregrad v medceličnem 
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prostoru. Pri marzupijskih mankah so zaporedja pregrad bistveno daljša. Še bolj se 
septirani stiki podaljšajo pri postmarzupijskih mankah po sprostitvi v zunanje okolje. V 
epidermisu so epitelne celice srednjih embrijev povezane le s adherentnimi stiki. 
Septirani stiki se pričnejo tvoriti šele pri poznih embrijih in se med nadaljnjim razvojem 
podobno kot v črevesnem epitelu podaljšujejo s povečevanjem števila pregrad (Mrak, 
2015). Pri vinski mušici se prve posamezne pregrade oblikujejo med poznim 
embrionalnim razvojem, zaporedja pregrad pa se z dodajanjem novih pregrad 
podaljšujejo do izvalitve (Tepass in Hartenstein, 1994). Izrazito podaljšanje septiranih 
stikov v črevesnih celicah med razvojem raka P. scaber sovpada z začetkom aktivnega 
prehranjevanja pri marzupijskih mankah in s sprostitvijo mank v zunanje okolje. Z 
diferenciacijo septiranih stikov se vzpostavi učinkovita paracelularna difuzijska 
pregrada, ki je nujna za nadzorovan in usmerjen transport med svetlino črevesa in 
hemolimfo. 
 
Pri poznih marzupijskih mankah, pri katerih poteka obnavljanje črevesne kutikule, se v 
primerjavi z zgodnjimi in srednjimi marzupijskimi mankami obseg septiranih stikov na 
lateralnih plazmalemah bistveno zmanjša. Ta sprememba je lahko direktno povezana s 
celičnimi procesi med tvorbo nove kutikule, na primer z izrazitimi spremembami oblike 
celic med tvorbo kutikule, ki so dobro poznane predvsem pri epidermalnih celicah med 
levitvami odraslih rakov (Roer in Dillaman, 1993). Lahko pa je tudi posledica 
prekinitve prehranjevanja v obdobju levitve. Obseg septiranih stikov se po levitvi pri 
postmarzupijskih mankah znova močno poveča. Opaženo preoblikovanje septiranih 
stikov v črevesnih celicah raka P. scaber med obnavljanjem kutikule, kaže na njihovo 
dinamičnost. Raziskave na vretenčarskih modelih so pokazale, da so tesni stiki izjemno 
dinamični tako na ultrastrukturni ravni kot na ravni molekulske sestave. Dinamika 
tesnih stikov in njihova prepustnost pa sta močno odvisni od organizacije aktinsko-
miozinskega citoskeleta in regulacije s proteini iz družine Rho GTPaz (Ballard in sod., 
1995; Steed in sod., 2010; Citi in sod., 2014; Sluysmans in sod., 2017). Precej manj je 
znanega o dinamiki septiranih stikov členonožcev. Spremembe v ultrastrukturi in 
molekulski sestavi septiranih stikov v epitelu srednjega črevesa in Malpighijevih cevk 
žuželk imajo pomemben vpliv na spremembe v prepustnosti teh epitelov (Furuse in 
Izumi, 2017; Kolosov in sod., 2019). 
 
Formiranje povezav med apikalno plazmalemo črevesnih celic in kutikulo poteka skupaj 
z diferenciacijo kutikule pri mankah. Povezave so najprej opazne pri zgodnjih 
marzupijskih mankah, kot elektronsko gosti plaki ob apikalni plazmalemi. Med 
nadaljnjim razvojem pri postmarzupijskih mankah se izoblikujejo elektronsko goste 
fibrile, ki segajo v prokutikulo. Pri vinski mušici se povezave med epidermalnimi 
celicami in kutikulo vzpostavijo šele med larvalnim razvojem (Tepass in Hartenstein, 
1994). Za razliko od povezav z apikalnim matriksom, se hemidezmosomom podobni 
stiki z bazalno lamino očitno vzpostavijo bolj zgodaj med razvojem. Prisotni so že v 
fazi poznega embrija S16 in se med nadaljnjim razvojem ultrastrukturno ne spreminjajo. 
Spremeni se le njihova razporeditev na bazalni plazmalemi, tako da je pri mankah vse 
več hemidezmosomom podobnih stikov skoncentriranih na periferiji črevesnih celic. V 
črevesnem epitelu marzupijskih mank so apikalne povezave s kutikulo in 
hemidezmosomom podobni stiki z bazalno lamino v manjšem številu prisotni v vseh 
črevesnih celicah. Ta razporeditev je drugačna v epidermisu, kjer so te povezave z 
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zunajceličnimi matriksi skoncentrirane v specializiranih tenocitih, ki povezujejo mišice 
in eksoskelet (Žnidaršič in sod., 2012). V tenocitih marzupijskih mank so apikalne 
povezave s kutikulo tudi bistveno številnejše kot v črevesnih celicah. 
Hemidezmosomom podobni stiki v tenocitih pa so podolgovati in tvorijo s podobnimi 
strukturami v mišičnih celicah v cik-cak vzorec nagubane pasove, za razliko od 
točkastih hemidezmosomom podobnih stikov v črevesnih celicah. 
 
3.1.2.4 Reorganizacija mikrotubulov v črevesnih epitelnih celicah 
 
Organiziranje mikrotubulov v značilne apikalno-bazalno orientirane snope med 
diferenciacijo črevesnih epitelnih celic raka P. scaber se prične po koncu embrionalnega 
razvoja. Med razvojem mank snopi postopno postajajo vse obsežnejši in orientirani v 
apikalno-bazalni smeri. V črevesnih celicah postmarzupijskih mank organizacija 
mikrotubulov že spominja na organizacijo pri odraslih živalih. Oblikovanje snopov 
mikrotubulov v citoplazmi črevesnih celic raka P. scaber se prične pri zgodnjih 
marzupijskih mankah. Med nadaljnjim razvojem postanejo snopi obsežnejši in jasno 
orientirani v apikalno-bazalni smeri. Pogosto se snopi mikrotubulov končujejo v bližini 
apikalnih povezav s kutikulo in bazalnih povezav z bazalno lamino. Pri 
postmarzupijskih mankah so vidni tudi mikrotubuli v bližini septiranih stikov, ki 
potekajo vzporedno s horizontalno ravnino epitela. Oblikovanje snopov mikrotubulov v 
črevesnih celicah raka P. scaber sovpada s formiranjem povezav med apikalno 
plazmalemo in kutikulo. Oba procesa potekata med razvojem mank v valilniku, ko se 
začne tudi prehranjevanje z vsebino iz valilnika. Sklepamo, da se v zvezi s tem povečajo 
tudi mehanske obremenitve črevesnega epitela zaradi krčenja mišic, ki črevo obdajajo. 
V črevesnih celicah bi mikrotubuli ob povezavah s kutikulo lahko imeli vlogo pri 
prenosu mehanskih sil, kot se predvideva za epidermalne tenocite (Nakazawa in sod., 
1992; Tucker in sod., 2004; Criel in sod., 2005). Mikrotubuli v črevesnih celicah bi 
lahko služili tudi transportu proteinov na mesta, kjer se formirajo povezave s kutikulo, 
ali pa bili na nek način vključeni v oblikovanje apikalnega labirinta. Znano je, da so 
mikrotubuli pomembni za transport proteinov na mesta, kjer se formirajo medcelični 
stiki (Sluysmans in sod., 2017; Vasileva in Citi, 2018). Med diferenciacijo epitelnih 
celic v kulturi pa plus konci mikrotubulov lahko služijo kot platforme za rekrutacijo 
signalnih proteinov, ki so ključni za oblikovanje mikrovilov (Tonucci in sod., 2018). 
Poleg tega ima prerazporeditev mikrotubulov med diferenciacijo celic pomemben vpliv 
na razporeditev organelov in znotrajcelični transport. Pri diferenciaciji enterocit 
sesalcev med obnavljanjem črevesnega epitela pride do obsežne reorganizacije 
mikrotubulov od centrosomske k necentrosomoski ureditvi, za katero so značilni 
številni apikalno-bazalno polarizirani mikrotubuli. Ta specifična ureditev mikrotubulov 
v diferenciranih enterocitih je potrebna za ustrezno razporeditev organelov in učinkovit 
transport prebavnih produktov, ne pa za vzdrževanje polarnosti in oblike enterocitov 
(Muroyama in sod., 2018). 
 
Pri poznih embrijih v fazi S18 in poznih marzupijskih mankah, kjer poteka sinteza nove 
kutikule, potekajo številni mikrotubuli vzporedno z apikalno plazmalemo. V drugih 
razvojnih stadijih, ko je izoblikovan apikalni labirint, ti mikrotubuli niso vidni. 
Sklepamo, da so mikrotubuli, ki so nameščeni vzporedno z apikalno plazmalemo, 
povezani s specifično oblikovanostjo plazmaleme med tvorbo kutikule. Podobni 
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mikrotubuli so poznani tudi v apikalni plazmalemi epidermalnih celic med 
diferenciacijo kutikule pri vinski mušici (Moussian, 2013). 
 
Na molekulski ravni so za reorganizacijo mikrotubulov iz radialne centrosomske 
ureditve v necentrosomsko apikalno-bazalno polarizirano ureditev ključni proteini, ki 
stabilizirajo ali sidrajo minus konce mikrotubulov. Proteini kot so γ-tubulin, ninein, 
Nezha/Patronin se ob reorganizaciji mikrotubulov med diferenciacijo celic lahko 
premestijo v apikalne predele celic, kjer služijo kot organizacijski centri mikrotubulov 
(Bartolini in Gundersen, 2006; Mimori-Kiyosue, 2011; Muroyama in Lechler, 2017). 
Ogromno podatkov o reorganizaciji mikrotubulov in molekulskih mehanizmih 
vključenih v takšne reorganizacije je bilo pridobljeno z raziskavami diferenciacije 
epitelnih celic v kulturi, ki pa pogosto ne izkazujejo dejanske razporeditve 
mikrotubulov in vivo. Za preučevanje razporeditev mikrotubulov in z mikrotubuli 
povezanih proteinov na ravni fluorescenčne mikroskopije tako pridobivajo na pomenu 
različni 3D in vitro modeli organoidov iz epitelnih celic, ki natančno posnemajo in vivo 
arhitekturo epitelnih tkiv med razvojem (Goldspink in sod., 2017). Za raziskave 
razporeditve mikrotubulov in ostalih citoskeletnih elementov z visoko ločljivostjo na 
ravni elektronske mikroskopije pa je vse pomembnejša elektronska tomografija 




Ugotovili smo, da se apikalni membranski labirint v črevesnih celicah oblikuje v 
zgodnjem postembrionalnem razvoju organizma,  v fazi zgodnje marzupijske manke, 
tvorijo pa ga najprej redke in neenakomerno razporejene invaginacije apikalne 
plazmaleme. Pri postmarzupijskih mankah se apikalne invaginacije bistveno poglobijo, 
poveča se njihovo število in so enakomerno razporejene. Oblikovanje bazalnega 
labirinta je glede na apikalni labirint časovno nekoliko zakasnjeno. Prve posamezne 
bazalne invaginacije se pojavijo v epitelnih celicah anteriorne komore pri zgodnjih 
marzupijskih mankah. Med nadaljnjim razvojem mank v valilniku se bazalne 
invaginacije oblikujejo še v papilatni regiji. V bazalni labirint se invaginacije uredijo 
šele pri postmarzupijskih mankah. 
 
Ugotovili smo, da je oblikovanost apikalne plazmaleme črevesnih celic odvisna tudi od 
tvorbe in obnavljanja apikalnega zunajceličnega matriksa. V fazah pri katerih poteka 
tvorba različnih apikalnih zunajceličnih matriksov (prekutikularnega matriksa pri 
poznem embriju v fazi S16, prve kutikule pri poznem embriju S18 in obnavljanja 
kutikule med levitvijo pri pozni marzupijski manki) je apikalna plazmalema oblikovana 
v nizke izbokline z elektronsko gostimi konicami. Tako se apikalna plazmalema, ki je 
že oblikovana v apikalni labirint pri zgodnjih in srednjih marzupijskih mankah, pri 
poznih marzupijskih mankah popolnoma preoblikuje v povezavi s tvorbo apikalnega 
matriksa. 
 
Povezave apikalne plazmaleme s kutikulo se vzpostavijo med diferenciacijo kutikule pri 
zgodnjih marzupijskih mankah. Ultrastruktura teh povezav je podobna kot v 
specializiranih epidermalnih celicah – tenocitih. Povezave gradi elektronsko gost 
material v citoplazmi ob apikalni plazmalemi in elektronsko goste fibrile, ki se raztezajo 
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v prokutikulo. V bližini teh povezav se pogosto končujejo snopi apikalno-bazalno 
orientiranih mikrotubulov. Hemidezmosomom podobni stiki med bazalno plazmalemo 
in bazalno lamino so prisotni že pri poznih embrijih v fazi S16. Ultrastrukturno so 
razvidni kot elektronsko gosti plaki na citoplazemski strani plazmaleme. Njihova 
ultrastruktura se med nadaljnjim razvojem ne spreminja. Spremeni pa se njihova 
razporeditev, tako da postanejo skoncentrirani na periferiji črevesnih epitelnih celic. 
 
Adherentni stiki se izoblikujejo že pred fazo poznega embrija S16 in se med nadaljnjim 
razvojem ultrastrukturno ne spreminjajo. Tudi septirani stiki so prisotni na lateralnih 
plazmalemah črevesnih epitelnih celic že v fazi poznega embrija S16, vendar se med 
nadaljnjim razvojem močno poveča njihov obseg z dodajanjem novih pregrad v 
medceličnem prostoru. Ena ključnih ugotovitev je, da se septirani stiki med 
obnavljanjem kutikule v fazi pozne marzupijske manke povsem preoblikujejo. Znatno 
se zmanjša njihov obseg na lateralnih plazmalemah, ta dinamika pa je najverjetneje 
povezana s celičnimi procesi tvorbe nove kutikule ali pa s prekinitvijo prehranjevanja. 
 
V diferenciranih črevesnih epitelnih celicah raka P. scaber so mikrotubuli urejeni v 
obsežne apikalno-bazalno orientirane snope, ki se razlikujejo v razporeditvi, obliki in 
obsegu v celicah različnih regij črevesa. Snopi mikrotubulov so najobsežnejši v celicah 
na prehodu med anteriorno komoro in papilatno regijo, zlasti v dorzalnih celicah 
tiflosolisa in tiflosolnih kanalov ter v velikih ventralnih celicah. V celicah anteriorne 
komore je organizacija mikrotubulov različna v celicah tiflosolisa, v celicah ob 
tiflosolnih kanalih in v preostalih celicah črevesne stene. Apikalno in bazalno se snopi 
mikrotubulov končujejo v bližini povezav s kutikulo in z bazalno lamino. V papilatni 
regiji snopi mikrotubulov potekajo tudi v citoplazemskih trakovih med invaginacijami 
apikalnega labirinta. Ob septiranih stikih so v črevesnih epitelnih celicah prisotni še 
mikrotubuli, ki potekajo vzporedno s horizontalno ravnino epitela. Med diferenciacijo 
epitela se snopi mikrotubulov pričnejo oblikovati v fazi zgodnje marzupijske manke. 
Izraziti apikalno-bazalno orientirani snopi so v črevesnih epitelnih celicah vidni pri 
postmarzupijskih mankah. 
 
Prva kutikula se v črevesnem epitelu oblikuje v fazi poznega embrija v fazi S18. Pred 
tem apikalno površino črevesnih epitelnih celic prekriva strukturno enostavni 
prekutikularni matriks. Temu sledi diferenciacija črevesne kutikule v elektronsko gosto 
epikutikulo in elektronsko redko prokutikulo v fazi poznega embrija S19 in fazi zgodnje 
marzupijske manke. Ob koncu razvoja mank v valilniku se oblikujejo kutikularni trni na 
površini kutikule ter pride do apolize stare črevesne kutikule in tvorbe nove. Po 
sprostitvi mank iz valilnika so v prokutikuli vidni podsloji zaradi helikoidalne ureditve 
hitinsko-proteinskih vlaken. Tudi različno razmerje med debelino epikutikule in 
prokutikule v anteriorni komori in v papilatni regiji se vzpostavi v tem obdobju. Tvorba 
prekutikularnih matriksov in začetek tvorbe prve kutikule v črevesu in epidermisu 
časovno sovpadata. Nadaljnje oblikovanje ultrastrukturnih značilnosti črevesne kutikule 
pa časovno nekoliko zaostaja glede na  eksoskeletno kutikulo.  Eksoskeletna kutikula je 
ultrastrukturno podobna kutikuli odraslih živali že pri poznih embrijih v fazi S19, 
črevesna kutikula pa šele po sprostitvi mank v zunanje okolje. 
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Pristop preučevanja diferenciacije epitelov v intaktnih embrijih in postembrionalnih 
razvojnih stadijih omogoča sočasno sledenje različnim vidikom diferenciacije celic in s 
tem povezovanje ugotovitev o poteku oblikovanja različnih znotrajceličnih struktur in 
zunajceličnih matriksov na ravni posameznih celic. Ker pa preučujemo celice v 
fiziološko relevantnem okolju sosednjih celic in tkiv ta pristop omogoča tudi 
interpretacijo diferenciacije v funkcijsko različnih predelih specifičnega epitela ali 
organa, kot je črevo. Spremembe med diferenciacijo celic je nato mogoče interpretirati 
še z vidika funkcionalnosti med razvojem organizma kot celote. Številne opažene 
ultrastrukturne spremembe črevesnih celic sovpadajo z ključnimi dogodki med 
razvojem raka P. scaber. Gubanje apikalne plazmaleme v apikalni labirint in 
povečevanje obsega septiranih stikov sovpada z izleganjem embrijev iz notranje jajčne 
ovojnice in pričetkom aktivnega prehranjevanja marzupijskih mank. Tako se z 
gubanjem apikalne plazmaleme poveča površina, ki je na voljo za absorpcijo prebavnih 
produktov iz svetline črevesa. Z diferenciacijo septiranih stikov pa se vzpostavi 
paracelularna difuzijska pregrada, ki je nujna za nadzorovan in usmerjen transport skozi 
epitel. Gubanje bazalne plazmaleme v bazalni labirint sovpada s sprostitvijo mank v 
zunanje okolje. S tem se epitelnim celicam v papilatni regiji poleg apikalne poveča še 
bazalna površina. To je verjetno pomembno za učinkovit transcelularni transport vode 
in ionov ob povečanih osmoregulacijskih zahtevah pri prehodu iz stabilnega vodnega 
okolja valilnika v nestabilno zunanje okolje. Določene ultrastrukturne spremembe 
črevesnih celic so usklajene tudi s tvorbo apikalnih zunajceličnih matriksov. Predvsem 
izrazito preoblikovanje apikalne plazmaleme in septiranih stikov sovpada z 
obnavljanjem kutikule med levitvijo mank. 
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Epiteli so eden od osnovnih gradnikov različnih organov, vključno s črevesom. Glavni 
funkciji črevesnih epitelov sta učinkovita prebava hrane in absorpcija prebavnih 
produktov. Skozi epitel zadnjega črevesa členonožcev pogosto poteka tudi obsežen 
transport ionov in vode, kar je ključno za osmoregulacijo. Diferenciacija epitelov med 
razvojem je ključna za morfogenezo cevastih organov in poteka na več ravneh 
organizacije. Procesi na različnih ravneh morajo biti usklajeni in potekati v skladu s 
fiziološkimi spremembami med razvojem. Raziskave diferenciacije različnih epitelnih 
celic v različnih modelnih organizmih in celičnih kulturah ter kombiniranje tako 
pridobljenih podatkov omogočajo identifikacijo splošnih principov diferenciacije 
epitelnih celic in procesov specifičnih za določene epitele. V literaturi se veliko 
podatkov nanaša na vzpostavitev apikalno-bazalne polarnosti epitelnih celic, manj pa je 
znanega o procesih strukturne in funkcijske diferenciacije epitelnih celic. Pomembni 
vidiki diferenciacije epitelnih celic so tvorba apikalnih in bazalnih zunajceličnih 
matriksov, nastajanje celičnih stikov, oblikovanje plazmaleme ter reorganizacija 
citoskeleta. Na bazalni strani diferenciranih epitelnih celic je vedno zastopana bazalna 
lamina, pri ektodermalnih epitelih členonožcev pa je na apikalni strani prisotna tudi 
hitinska kutikula. Lateralno epitelne celice povezuje subapikalni stični kompleks, ki pri 
večini nevretenčarskih organizmov sestoji iz adherentnih in septiranih stikov. Pri 
različnih transportnih epitelnih celicah sta apikalna in bazalna plazmalema nagubani na 
različne načine, s čimer se površina membrane zelo poveča. Apikalna plazmalema je 
najpogosteje nagubana v mikrovile. Pri ektodermalnih epitelih členonožcev je apikalna 
plazmalema pogosto nagubana v invaginacije, ki tvorijo apikalni labirint. Površina 
bazalne plazmaleme je tipično povečana z bazalnimi invaginacijami, ki tvorijo bazalni 
labirint. Izstopajoča značilnost mikrotubulov v polariziranih epitelnih celicah je, da so 
orientirani v apikalno bazalni smeri in pogosto urejeni v snope. 
 
Embrionalni in postembrionalni razvojni stadiji raka enakonožca P. scaber so ustrezen 
model za študij diferenciacije epitelnih celic in situ, znotraj celotnega organizma, v 
povezavi z ostalimi tkivi in zunajceličnimi matriksi, torej v okviru normalnih fizioloških 
procesov razvoja. Embriji in marzupijske manke se pri raku enakonožcu P. scaber 
razvijajo v vodnem okolju valilnika na ventralni strani telesa samice. Embrionalni 
razvoj traja približno 25 dni in ga v grobem razdelimo v fazo zgodnjega embrija, fazo 
srednjega embrija in fazo poznega embrija. Morfogeneza črevesa se prične v fazi 
srednjega embrija z invaginacijama proktodeuma (zasnove zadnjega črevesa) in 
stomodeuma (zasnove sprednjega črevesa), ki se v nadaljevanju podaljšujeta ena proti 
drugi. Na začetku pozne embriogeneze sta sprednje in zadnje črevo povezana v enotno 
prebavno cev. Med nadaljnjim razvojem poznega embrija se v zadnjem črevesu 
izoblikujeta dve anatomsko in funkcionalno različni regiji: anteriorna komora in 
papilatna regija. Po izvalitvi embrijev iz notranje jajčne ovojnice se manke še približno 
10 dni razvijajo v valilniku. Marzupijske manke imajo že funkcionalno črevo in se 
lahko aktivno prehranjujejo z vsebino valilnika. Po sprostitvi iz valilnika se 
postmarzupijske manke s šestimi pari pereopodov razvijajo v zunanjem okolju še 
približno 20 dni, dokler se ne razvijejo juvenilni osebki s sedmimi pari pereopodov. 
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Ključni cilj raziskovalnega dela v okviru doktorske disertacije je bil pojasnitev 
ultrastrukturnih značilnosti in časovnega poteka diferenciacije celic črevesnega epitela 
med razvojem nevretenčarskega organizma P. scaber. Osredotočili smo se na 
spremembe naslednjih značilnosti črevesnega epitela med razvojem: ultrastruktura 
kutikule in njenih povezav z apikalno plazmalemo, oblikovanost apikalne in bazalne 
plazmaleme, zgradba subapikalnega stičnega kompleksa in organizacija mikrotubulov. 
Spremembe v naštetih lastnostih epitelnih celic smo analizirali s svetlobno in s presevno 
elektronsko mikroskopijo. Podatke o organizaciji mikrotubulov smo pridobili z 
imunolokalizacijo α-tubulina, kar nam je ob uporabi fluorescenčne mikroskopije 
omogočilo vpogled v razporeditev mikrotubulov na ravni celotnega tkiva. Podatke o 
ultrastrukturni zgradbi črevesne kutikule smo dopolnili z raziskavami njene sestave z 
lokalizacijo hitina s fluorescenčnim ligandom specifičnim za hitin in z lektinom WGA. 
Ultrastrukturne lastnosti črevesnih celic, razporeditev mikrotubulov in lokalizacijo 
hitina smo primerjalno analizirali v dveh regijah zadnjega črevesa odraslih živalih ter v 
črevesu poznih embrijev, marzupijskih mank in postmarzupijskih mank.  
 
Kutikulo v zadnjem črevesu odraslih živali gradita elektronsko gosta epikutikula in 
elektronsko redka prokutikula. Hitin vsebuje le prokutikula. Epikutikula je debelejša v 
papilatni regiji, prokutikula pa v anteriorni komori. Podsloji v prokutikuli so tanjši in 
bolj izraziti v anteriorni komori, kar nakazuje večjo togost in čvrstost kutikule v 
anteriorni komori. Črevesni epitel v anteriorni komori je izpostavljen mehanskim 
obremenitvam zaradi kontrakcij mišičnega omrežja okrog črevesa, ki poganjajo 
transport tekočih prebavnih produktov vzdolž tiflosolnih kanalov in stiskanje prebavne 
mase proti papilatni regiji. Za celice v anteriorni komori je značilno, da imajo 
obsežnejši apikalni membranski labirint od bazalnega labirinta, kar kaže na intenzivni 
transport skozi apikalno površino, zlasti v zvezi z absorpcijo prebavnih produktov iz 
črevesnega lumna. Za celice papilatne regije velja, da sta tako apikalna kot bazalna 
plazmalema nagubani v obsežen membranski labirint, kar omogoča učinkovit 
transepitelni transport ionov in vode za osmoregulacijo. V obeh črevesnih regijah so 
prisotne povezave med apikalno plazmalemo črevesnih celic in kutikulo, ki so 
ultrastrukturno podobne povezavam v tenocitih epidermisa. Lateralno črevesne celice 
povezujejo adherentni in obsežni septirani stiki. Za septirane stike je značilno, da so 
obsežnejši v papilatni regiji. Mikrotubuli v črevesnih epitelnih celicah odraslih živali so 
urejeni v obsežne apikalno-bazalno orientirane snope. Razporeditev, oblika in obseg 
snopov pa se razlikujejo v celicah iz različnih predelov črevesa. 
 
Ultrastrukturne spremembe med diferenciacijo črevesnih epitelnih celic sovpadajo z 
morfološkimi, anatomskimi in fiziološkimi spremembami med razvojem in odražajo 
funkcijske spremembe. V primeru črevesnih epitelnih celic raka P. scaber je ključna 
vzpostavitev funkcij absorpcije prebavnih produktov ter transporta vode in ionov za 
vzdrževanje osmotskega ravnovesja. V skladu s tem poteka diferenciacija apikalne in 
bazalne plazmaleme ter vzpostavitev paracelularne pregrade. Ultrastrukturne 
spremembe so tesno povezane tudi s tvorbo hitinskega zunajceličnega matriksa na 
apikalni površini. 
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Črevesni epitel poznih embrijev v fazah S16 in S18 na apikalni strani prekriva 
strukturno enostaven prekutikularni matriks. Tvorba prve kutikule se prične v fazi 
poznega embrija S18. Pod prekutikularnim matriksom se v tej fazi oblikuje tanka 
elektronsko gosta lamina, ki natančno sledi apikalni površini epitela. V fazi poznega 
embrija S19 se v kutikuli diferencirata elektronsko gosta epikutikula in elektronsko 
redka prokutikula. Med razvojem marzupijskih mank se odebeli sloj epikutikule, na 
površini kutikule se oblikujejo trni, očitna je lokalizacija hitina v prokutikuli. V fazi 
pozne marzupijske manke se kutikula črevesa levi. Ostale ultrastrukturne značilnosti 
črevesne kutikule odraslih živali se izoblikujejo šele po sprostitvi mank v zunanje 
okolje. 
 
Apikalna plazmalema črevesnih celic se naguba v apikalni labirint v fazi zgodnje 
marzupijske manke. To sovpada z izleganjem embrijev iz notranje jajčne ovojnice in s 
pričetkom aktivnega prehranjevanja pri marzupijskih mankah. Po sprostitvi v zunanje 
okolje se apikalne invaginacije v črevesnih celicah postmarzupijskih mank poglobijo, 
pomnožijo in enakomerno razporedijo, kar je lahko povezano s prehodom na povsem 
zunanje vire hrane in nadaljnjim povečanjem površine za absorpcijo prebavnih 
produktov iz svetline črevesa. Formiranje bazalnega labirinta časovno nekoliko zaostaja 
za formiranjem apikalnega labirinta. Pri marzupijskih mankah so prisotne le posamezne 
bazalne invaginacije. Bazalne invaginacije se uredijo v bazalni labirint šele pri 
postmarzupijskih mankah. Formiranje bazalnega labirinta je predvsem v papilatni regiji 
verjetno povezano s povečanimi osmoregulacijskimi zahtevami, ki so jim manke 
izpostavljene po sprostitvi v manj stabilno kopensko zunanje okolje. Oblikovanost 
apikalne plazmaleme je povezana tudi s periodično tvorbo novih apikalnih zunajceličnih 
matriksov. Pri poznih embrijih S16, poznih embrijih S18 in poznih marzupijskih 
mankah, ko poteka tvorba teh matriksov, apikalna plazmalema ni nagubana v 
invaginacije, ampak je oblikovana v nizke izbokline z elektronsko gostimi konicami. To 
je lahko direktno povezano s sintezo teh matriksov ali pa s prekinitvijo prehranjevanja. 
 
Adherentni stiki so na lateralnih plazmalemah črevesnih epitelnih celic oblikovani že v 
fazi poznega embrija S16 in se med nadaljnjim razvojem strukturno ne spreminjajo, kar 
kaže da se izoblikujejo že med zgodnejšimi razvojnimi fazami. Tudi septirani stiki so 
prisotni na lateralnih plazmalemah črevesnih celic že v fazi poznega embrija S16 in so 
vidni kot kratka zaporedja pregrad v medceličnem prostoru, vendar se v nadaljevanju 
razvoja izrazito podaljšajo. Med obnavljanjem kutikule pri poznih marzupijskih mankah 
se zaporedja pregrad izrazito skrajšajo. To je lahko neposredno povezano s celičnimi 
procesi tvorbe nove kutikule ali pa je posledica prekinitve v prehranjevanja v tem 
obdobju razvoja. Pri postmarzupijskih mankah se septirani stiki ponovno podaljšajo. 
 
Snopi mikrotubulov se v črevesnih celicah pričnejo oblikovati v fazi zgodnje 
marzupijske manke. Pri postmarzupijskih mankah so snopi mikrotubulov v črevesnih 
celicah že jasno orientirani v apikalno-bazalno smeri. Pri postmarzupijskih mankah in 
odraslih živalih se snopi mikrotubulov pogosto končujejo v bližini apikalnih povezav s 
kutikulo in v bližini bazalnih povezav z bazalno lamino. Oblikovanje snopov 
mikrotubulov in formiranje povezav črevesnih celic s kutikulo sovpada z diferenciacijo 
črevesne kutikule, kar je najverjetneje povezano z mehanskimi funkcijami. 
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Študij diferenciacije črevesnih epitelnih celic v intaktnih embrijih in postembrionalnih 
stadijih nam je omogočil, da smo dobili vpogled v različne procese diferenciacije teh 
celic na ravni razvoja celotnega organizma. Na ta način smo ugotovili, da številne 
ultrastrukturne spremembe celic sovpadajo s pomembnimi dogodki v razvoju raka P. 
scaber, kot sta izvalitev embrijev iz notranje jajčne ovojnice in sprostitev mank iz 
valilnika. To je omogočilo interpretacijo opaženih sprememb s funkcijskega vidika. 
Ultrastrukturne spremembe črevesnih celic so tesno povezane z obnavljanjem kutikule 
med levitvijo mank. Predvsem se ob tvorbi nove kutikule povsem spremeni 
oblikovanost apikalne plazmaleme in izrazito zmanjša obseg septiranih stikov. 
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Epithelia are one of the basic building blocks of various organs including the gut. The 
two main functions of gut epithelia are efficient food digestion and absorption of 
digestion products. Besides that gut epithelia perform various other functions. In 
arthropods the hindgut epithelium is often involved in extensive transport of ions and 
water which is important for osmoregulation. The differentiation of epithelia is crucial 
for the morphogenesis of tubular organs and comprises processes at different levels of 
organization. These processes have to be precisely coordinated and proceed in 
accordance with the physiological changes during development. Research of the 
differentiation of different epithelial cells in different model organisms and cell cultures 
and the combination of such data enables the identification of the common principles of 
epithelial cell differentiation and the epithelial specific processes. A lot of information 
in the available literature refers to the establishment of apico-basal polarity in epithelial 
cells. Considerably less is known about the processes of structural in functional cell 
differentiation. Important aspects of epithelial cell differentiation include formation of 
apical and basal extracellular matrices, formation of cell junctions, shaping of plasma 
membrane and reorganization of cytoskeleton. In general the basal side of epithelial 
cells is lined by a basal lamina, while the arthropod ectodermal epithelia are also lined 
on the apical side by a chitinous cuticle. Laterally epithelial cells are connected by 
subapical junctional complex. In the majority of invertebrates the junctional complex 
consists of adherens and septate junctions. In various transport epithelia the apical and 
basal plasma membrane are folded in various ways to amplify the available membrane 
surface. The apical plasma membrane is most commonly amplified by microvilli, while 
the apical plasma membrane in the ectodermal epithelia of arthropods is often organized 
into the apical labyrinth consisting of numerous apical infoldings. The basal plasma 
membrane is typically amplified by basal infoldings organized into the basal labyrinth. 
The outstanding characteristic of microtubules in polarized epithelial cells is the 
orientation in apico-basal direction and common arrangement in bundles. 
 
Embryonic and postembryonic stages of terrestrial isopod P. scaber are appropriate 
model for studies of epithelial cell differentiation in situ, in a physiologically relevant 
context of other tissues and extracellular matrices. In crustacean P. scaber embryos and 
marsupial mancae develop within the aqueous environment of marsupium on the ventral 
side of female body. The embryonic development lasts approximately 25 days and is 
roughly divided into the following stages: early-stage embryo, mid-stage embryo and 
late-stage embryo. The morphogenesis of gut starts in mid-stage embryos with two 
invaginations: the proctodeum which is a primordium for the hindgut and the 
stomodeum which is a primordium for the foregut. During the subsequent development 
both invaginations elongate towards each other. At the onset of late embriogenesis the 
foregut and hindgut are already connected into a continuous digestive tract. During the 
subsequent development of late-stage embryo two anatomically and functionally 
distinct regions (anterior chamber and papillate region) are established in the hindgut. 
After the embryos hatch from the inner egg envelope the mancae further develop in the 
marsupium for approximately 10 days. The gut of marsupial mancae is already 
functional and the mancae actively feed on the contents of the marsupial fluid. After the 
release from marsupium the postmarsupial mancae with six pairs of pereopods develop 
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in the external environment for approximately 20 days before the juveniles with seven 
pairs of pereopods are developed. 
 
The main aim of this doctoral dissertation was the elucidation of ultrastructural features 
and time course of hindgut epithelial cell differentiation during the development of 
invertebrate P. scaber. The research focus was on the following characteristic of the 
hindgut epithelium during development: ultrastructure of cuticle, structure of 
connections between the apical plasma membrane and cuticle, shape of apical and basal 
plasma membrane, structure of subapical junctional complex and organization of 
microtubules. Changes in these characteristics of epithelial cells were analysed with 
light microscopy and with transmission electron microscopy. The data on the 
organization of microtubules were acquired with immunolocalization of α-tubulin. In 
combination with fluorescent microscopy this enabled us to get the overview of 
microtubule organization on the tissue level. The data on the ultrastructure of hindgut 
cuticle were supplemented by localization of chitin with fluorescent chitin-specific 
probe and with lectin WGA. We have analysed the ultrastructural characteristics of 
hindgut cells, arrangement of microtubules and localization of chitin in the two hindgut 
regions of adult animals and in the hindguts of late-stage embryons, marsupial mancae 
and postmarsupial mancae. 
 
The hindgut cuticle in both hindgut regions of adult animals consist of electron dense 
epicuticle and electron lucent procuticle. Chitin is contained only in the procuticle. The 
epicuticle is thicker in the papillate region, while the procuticle is thicker in the anterior 
chamber. Sublayers in the procuticle are more distinct and thinner in the anterior 
chamber which is probably associated with greater stiffness of the cuticle in the anterior 
chamber. The hindgut epithelium is exposed to mechanical stress in this hindgut region, 
due to the contractions of extensive muscles surrounding the anterior chamber that drive 
the transport of liquid digestive products along the typhlosole channels. The apical 
labyrinth of cells in the anterior chamber is more extensive than the basal labyrinth. 
This indicates the extensive transport across the apical surface in favour of absorption of 
digestion products from the hindgut lumen. In cells in the papillate region both plasma 
membrane domains are folded into extensive labyrinths. This supports the 
transepithelial transport of ions and water necessary for osmoregulation. In both hindgut 
regions connections between the apical plasma membrane and cuticle are present which 
ultrastructurally resemble connections in epidermal tenocytes. The lateral plasma 
membranes bear adherens and septate junctions. The septate junctions are more 
extensive in the papillate region. Microtubules in hindgut epithelial cells of adult 
animals are arranged in extensive apico-basally oriented bundles. The distribution, 
shape and size of bundles vary in hindgut cells from different hindgut regions. 
 
Ultrastructural changes during the differentiation of hindgut epithelial cells coincide 
with morphological, anatomical and physiological changes during the development and 
reflect the functional changes. In hindgut epithelial cells of crustacean P. scaber the key 
functions established during the differentiation are the absorption of digestive products 
and the transepithelial transport of ions and water. In accordance with these demands 
proceed the differentiation of apical plasma membrane and the establishment of 
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paracellular barrier. Ultrastructural changes of hindgut cells are tightly associated also 
with the formation of chitinous extracellular matrix on the apical surface. 
 
The hindgut epithelium in late-stage embryo S16 and late-stage embryo S18 is apically 
lined by structurally simple precuticular matrix. The first cuticle is formed in late-stage 
embryo S18 beneath the precuticular matrix as thin electron dense lamina. In late-stage 
embryo S19 the electron dense epicuticle and electron lucent procuticle are 
differentiated in the hindgut cuticle. During stages of marsupial mancae the epicuticle is 
thickened, spines are formed at the cuticle surface and localization of chitin in 
procuticle is obvious. In late-stage marsupial manca the hindgut cuticle is molted. 
Remaining ultrastructural characteristics of adult hindgut cuticle are established after 
the release of mancae into the external environment. 
 
The apical plasma membrane of hindgut epithelial cells folds into apical labyrinth in 
early-stage marsupial mancae. This coincides with the hatching of embryos from the 
inner egg envelope and the onset of active feeding in marsupial mancae. After the 
mancae are released into the external environment the apical infoldings further elongate, 
increase in number and acquire regular arrangement. These changes might be associated 
with transition to entirely external food sources and further increase the available 
surface for the absorption of digestive products from the hindgut lumen. Formation of 
the basal labyrinth is slightly delayed according to the apical labyrinth. In marsupial 
mancae only sparse individual basal infoldings are present. The basal infoldings arrange 
into the basal labyrinth only later in postmarsupial mancae. The formation of basal 
labyrinth, particularly in the papillate region, is probably associated with increased 
osmoregulatory demands that the mancae are subject to after the release into the 
external less stable terrestrial environment. The shape of apical plasma membrane 
depends also on the periodic formation of new apical extracellular matrices. In late-
stage embryo S16, late-stage embryo S18 and late-stage marsupial manca, when these 
matrices are formed, the apical plasma membrane is shaped into short protrusions with 
electron dense tips instead of apical infoldings. This may be directly associated with 
synthesis of these matrices or with a feeding pause. 
 
The adherens junctions are present on the lateral plasma membranes of hindgut 
epithelial cells in late-stage embryos S16 and structurally do not change afterwards. 
This indicates that the formation of adherens junctions takes place in earlier 
developmental stages. The septate junctions are also present on the lateral plasma 
membranes of hindgut cells already in late-stage embryos S16 and are visible as short 
strings of septa in the intercellular space. During the development of mancae in the 
marsupium the length of septate junctions considerably increases. During the renewal of 
hindgut cuticle in late-stage marsupial manca, the septate junctions considerably 
shorten. This might be directly associated with cellular processes involved in the 
formation of new cuticle or might be a consequence of feeding pause in this 
developmental period. In postmarsupial mancae the septate junctions are again 
elongated. 
 
The bundles of microtubules in hindgut epithelial cells begin to assemble in early-stage 
marsupial mancae. The bundles of microtubules in postmarsupial mancae are clearly 
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oriented in apico-basal direction. In postmarsupial mancae and adult animals the 
bundles of microtubules often end in the vicinity of apical junctions with the cuticle and 
basal junctions with the basal lamina. The assembly of bundles of microtubules and the 
formation of apical junctions with the cuticle coincide with the differentiation of 
hindgut cuticle and may be associated with mechanical functions. 
 
The investigation of hindgut cell differentiation in intact embryos and postembryonic 
stages provided us with the possibility to study differentiation processes of these cells in 
the context of organismal development. This enabled us to discover that many of the 
ultrastructural changes in hindgut cells coincide with important developmental 
transitions in P. scaber, such as the hatching of embryos from the inner egg envelope 
and the release of mancae from the marsupium. This in turn provided the background 
for the functional interpretation of observed changes. The ultrastructural changes of 
hindgut cells are tightly associated with cuticle renewal during the molting of mancae. 
Particularly the apical plasma membrane is completely remodelled and the septate 
junctions considerably reduced during the formation of the new cuticle. 
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Slika 16: Ultrastruktura črevesne kutikule v anteriorni komori in papilatni regiji postmarzupijskih mank. 
(A) V anteriorni komori postmarzupijske manke 3 dni po sprostitvi iz valilnika je epikutikula (EPI) tanjša 
od prokutikule (PRO) v kateri so že vidni rahli podsloji (glavi puščic). (B) V papilatni regiji 
postmarzupijske manke 3 dni po sprostitvi iz valilnika je epikutikula (EPI) enako debela ali debelejša od 
prokutikule (PRO). (C) V anteriorni komori postmarzupijske manke 2 tedna po sprostitvi iz valilnika je 
epikutikula (EPI) bistveno tanjša od prokutikule (PRO) v kateri so vidni izraziti podsloji (glave puščic). 
(D) V papilatni regiji postmarzupijske manke 2 tedna po sprostitvi iz valilnika je epikutikula (EPI) 
približno enake debeline kot prokutikula (PRO). 
 
Figure 16: Ultrastructure of hindgut cuticle in the anterior chamber and papillate region of postmarsupial 
mancae. (A) In the anterior chamber of postmarsupial manca 3 day after the release from marsupium the 
epicuticle (EPI) is thinner than the procuticle (PRO) which displays faint sublayers (arrowheads). (B) In 
the papillate region of postmarsupial manca 3 days after the release from marsupium the epicuticle (EPI) 
is equally thick or thicker than the procuticle (PRO). (C) In the anterior chamber of postmarsupial manca 
2 weeks after the release from marsupium the epicuticle (EPI) is much thinner than the procuticle (PRO) 
which displays distinct sublayers (arrowheads). (D) In the papillate region of postmarsupial manca 2 
weeks after the release from marsupium the epicuticle (EPI) is approximately equally thick as the 
procuticle (PRO). 
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